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1.1.  Hématopoïèse 
 
L’hématopoïèse se définit par l’ensemble des mécani
constante et régulée des différentes cellules sangu
façon hiérarchique qui, à partir des cellules souches hém
engendre des progéniteurs, des précurseurs et enfin
Selon le modèle « classique
myéloïde d’autre part se développent à partir d’un même 
(Figure 1, modèle A).1 Depuis,
souris, tels que le progéniteur LMPP (
différencier en progéniteurs lymphoides
granulocytes-macrophages (GMP)
également été proposées en particulier pour la lign
directement d’une cellule souche hématopoïétique
 
Figure 1 : Modèles de différenciation hématopoïétique.
A : Modèle classique. B et C : Modèles alternatifs. 
LT-HSC : long-term hematopoietic stem cell; ST
multipotent progenitor; LMPP : lymphoid primed mult
progenitor; CMP : common myeloid progenitor; GMP : 
megakaryocyte/erythroid progenitor; B : B
smes qui assurent la production 
ines. Elle constitue un système 
atopoïétiques (CSH) mul
 des cellules différenciées matures. 
 » de différenciation, les lignages lymphoïde
progéniteur dit 
 d’autres types de progéniteurs ont été identifiés
lymphoid-myeloid prime progenitor) capable de se 
 communs (CLP) mais aussi en progéniteurs des 
 (Figure 1, modèle B).2,3 Des voies alternatives ont 
ée mégacaryocytaire qui pourrait dériver 
 (Figure 1, modèle B).4  
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-HSC : short-term hematopoietic stem cell; MPP : 
ipotent progenitor; CLP : common lymphoid 
granulocyte/macrophage progenitor; MkEP : 




 d’une part et 
multipotent (MPP)  




Les mécanismes contrôlant les fonctions des CSH et l'équilibre entre différenciation et 
autorenouvellement font intervenir de nombreux facteurs de transcription, des facteurs de 
croissance et également le microenvironnement des CSH. De nombreux gènes mutés ou 
remaniés au cours des processus tumoraux codent pour des protéines qui participent au 
contrôle de la différenciation hématopoïétique normale. Une des approches pour découvrir 
de nouveaux gènes dont les produits sont impliqués dans le contrôle de l’hématopoïèse 
normale et pathologique, consiste donc en l’analyse du génome des cellules tumorales des 
hémopathies malignes.  
 
1.2. Hémopathies myéloïdes 
1.2.1. Classification 
 
Les hémopathies malignes humaines se répartissent en deux groupes, selon la voie de 
différenciation qui est affectée : les hémopathies myéloïdes d’une part et les hémopathies 
lymphoïdes d’autre part. Au sein des pathologies myéloïdes, la classification 2008 de 
l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) distingue les leucémies aiguës myéloïdes (LAM), 
les syndromes myélodysplasiques (SMD), les syndromes myéloprolifératifs (SMP), les 
formes « frontières » myélodysplasiques-myéloprolifératives (SMD / SMP) qui comprennent 
les leucémies myélomonocytaires chroniques (LMMC) et les hémopathies myéloïdes 
associées à une éosinophilie.5 
 
Selon l’OMS, les LAM se définissent par la présence de plus de 20% de blastes dans 
la moelle osseuse. Ces entités se caractérisent par une prolifération et un blocage de la 
différenciation. Elles proviennent de la transformation d’un progéniteur myéloïde ou d’une 
CSH. On distingue les LAM de novo des LAM secondaires se développant à la suite d’un 
traitement ou correspondant à des transformations de SMP ou de SMD. Six groupes ont été 
individualisés : les LAM avec anomalies génétiques récurrentes (réarrangements des gènes 
RUNX1, CBFB, RARA, MLL, mutations de NPM1, CEBPA), les LAM avec dysplasie 
multilignée, les LAM post chimiothérapies, les proliférations myéloïdes associées au 
syndrome de Down (trisomie 21), les leucémies à cellules dendritiques et des LAM  « non 
classées »  qui comprennent en particulier certaines érythroleucémies et leucémies aiguës 
mégacaryoblastiques.6 
 
Le groupe hétérogène des SMD est considéré comme dérivant d'une anomalie clonale 
de la CSH qui entraîne une dysplasie d’une ou plusieurs lignées associée à une apoptose 
intramédullaire.7 Une cytopénie périphérique est observée du fait de l’inefficacité de 
l’hématopoïèse. Certaines anomalies moléculaires ont été décrites dans les SMD, soit 
associées à certains sous-types (5q-) soit à la transformation aiguë (mutations de RUNX1, 
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N-RAS, JAK2, KIT).8 Hormis les mutations de gènes dont les produits interviennent dans la 
régulation épigénétique de la structure chromatinienne et que je présenterai plus loin, il a été 
rapporté très récemment un nouveau groupe de mutations affectant les gènes codant pour 
des protéines du complexe du spliceosome (SF3B1, SRSF2, ZRSR2, U2AF1, U2AF35). Ces 
mutations sont observées chez environ 35 à 40% des patients atteints de SMD.9-13 
 
Les SMP résultent de l’expansion clonale d'un progéniteur myéloïde avec une relative 
préservation de la différenciation et regroupent : les leucémies myéloïdes chroniques (LMC), 
les polyglobulies primitives (PV), les thrombocytémies essentielles (TE) et les 
splénomégalies myéloïdes ou myélofibroses primitives (MFP).  
Les LMC sont définies par le chromosome Philadelphie qui résulte d’une translocation 
t(9;22)(q34;q11). Cette translocation fusionne les gènes BCR et ABL114 et aboutit à 
l’activation constitutive de l’activité tyrosine kinase d’ABL1.15 
Les PV, TE et MFP sont les trois principaux SMP BCR-ABL1 négatifs. Des mutations 
activatrices du gène JAK2 sont observées dans la majorité de ces SMP, la plus fréquente 
étant la mutation JAK2V617F.16-18 Des mutations du gène codant pour le récepteur à la 
thrombopoïétine MPL ont aussi été décrites.19 
Ces SMP peuvent évoluer vers une leucémie myéloïde aiguë ou vers une myélofibrose (MF). 
La découverte de la mutation JAK2V617F a permis de mieux comprendre leur 
pathogenèse.16 Cette mutation est en effet observée dans plus de 95% des PV et dans la 
majorité des TE (60%) et des PMF (50%).20 De plus, différents modèles de souris montrent 
que l'expression de JAK2V617F suffit à reproduire une maladie de type PV qui peut évoluer 
vers une myélofibrose.16,21 
Dans la majorité des cas de PV et de PMF, la mutation JAK2V617F est observée sous forme 
homozygote ; ceci résulte le plus souvent d’une recombinaison mitotique aboutissant à la 
perte de la copie sauvage et à la duplication de la copie mutée. A l’opposé, dans les TE, la 
mutation est le plus souvent hétérozygote.22 Ces observations suggèrent un lien entre la 
« quantité » de JAK2V617F et le phénotype clinique.  
Cependant, dans certains cas de SMP, des anomalies cytogénétiques peuvent être 
observées en plus large proportion que la mutation JAK2V617F elle-même.23 Certains 
patients avec un SMP JAK2V617F positif ne présentent plus la mutation lors de la 
transformation aiguë.24 Ces constatations suggèrent fortement l'existence de mutations 
somatiques précoces « préJAK2 ».23,24 
Les mutations récemment décrites du gène Ten-Eleven-Translocation (TET)2 dans les SMP, 
les SMD, et les LAM primaires et secondaires25-31 constituent un exemple de mutation pré-




1.2.2. Mutations du gène TET2 dans les hémopathies myéloïdes 
 
Le gène TET2 fait partie d’une famille de 3 membres. Le membre fondateur TET1, 
situé en 10q21, a été identifié en tant que partenaire de MLL dans une translocation (10;11) 
(q22;q23) présente dans des leucémies aiguës ;32,33 TET2 et TET3 sont respectivement 
situés en 4q24 et 2p13. Le gène TET2 comprend 11 exons et s’étend sur plus de 150 kb. La 
protéine TET2 est codée par les exons 3 à 11 et comporte 2002 acides aminés. 
Des mutations inactivatrices de ce gène ont été décrites dans différentes pathologies 
myéloïdes avec des fréquences variables.  
1.2.2.1. Fréquences des mutations TET2 dans les hémopathies myéloïdes 
 
Les mutations de TET2 affectent toutes les régions du gène. Tous les types de 
mutations sont observés : insertions ou délétions avec décalage du cadre de lecture 
(frameshift), mutations affectant les sites d’épissage, mutations faux-sens et mutations non-
sens. La présence de mutations entraînant un décalage du cadre de lecture et/ou l’apparition 
d’un codon stop suggère que les anomalies de TET2 conduisent à l’inactivation du gène. 
L’observation de deux mutations de TET2 chez la moitié des cas mutés31 suggère que les 
deux copies de TET2 pourraient être inactivées, aboutissant à une perte totale de fonction. 
Néanmoins, la présence d'une seule mutation chez l’autre moitié des patients indique 
également un effet d’haplo-insuffisance.30,31,34   
L’ensemble de ces données permet d’envisager TET2 comme un nouveau 
gène suppresseur de tumeur35 régulant l’hématopoïèse physiologique, et ses anomalies 
comme des évènements génétiques précoces dans les pathologies myéloïdes. 
 
La grande majorité des mutations TET2 est acquise. Dans les SMP familiaux, les 
mutations de TET2 observées sont toutes somatiques.  Un seul cas de mutation germinale a 
été formellement identifié36 mais l’analyse d’un tissu constitutionnel ne pouvant être réalisée 
chez tous les patients, les mutations germinales de TET2 sont probablement sous-estimées.  
 
Les mutations de TET2 ont tout d’abord été identifiées dans des pathologies myéloïdes 
de l’adulte. Elles sont observées avec une fréquence globale de 18%, allant de 3% pour les 







Pathologie Taux de mutations Moyenne Références 
SMD 6-26% 17% 27,29-31,37,38 
LMMC 20-50% 43% 25,27,29,31,38-41 
SMD / SMP autres que LMMC 31-33% 31% 27,29 
PV 10-16% 13% 25,28,31 
TE 4-11% 7% 25,28,31 
MFP 8-25% 17% 25,28,31 
MF post SMP 14-33% 17% 28,31 
LMC 2-4% 3% 42,43 
Mastocytose 29% 29% 26  
LAM de novo 12-23% 15% 25,27,44-47 
LAM 2aires post SMD ou SMD / SMP 22-43% 24% 29  
LAM 2aires post SMP 17-32% 26% 28,48 
LAM 2aires post traitement 9% 9% 49  
Tableau 1 : Fréquence des mutations de TET2 dans diverses pathologies myéloïdes. 
 
Concernant les patients pédiatriques, peu d’études ont été réalisées mais il apparaît 
que les mutations de TET2 sont des évènements rares dans le processus de transformation 
tumorale. Aucune mutation de TET2 n’a été décrite dans les LAL-B pédiatriques50 et dans 
les leucémies juvéniles myélomonocytaires.51,52 Elles ne touchent que 4% des patients 
atteints de LAM.50 
 
1.2.2.2. Caractéristiques cliniques et biologiques associées aux mutations 
TET2 
 
Les caractéristiques cliniques et biologiques au diagnostic des patients mutés pour 
TET2 et atteints de pathologies myéloïdes sont résumées dans le Tableau 2. 
Globalement, les patients mutés pour TET2 semblent plus âgés que les patients 
sauvages.28,37,38,40,44,45,47,49 Il n’y a pas de prédominance de genre.37,38,40,44,45,49 Au sein des 
SMD et formes frontières SMD / SMP telles que les LMMC, aucune différence notable 
concernant  le sous-type selon les classifications FAB ou OMS, le score pronostique IPSS 
(International Prognostic Scoring System) ou encore le traitement antérieur reçu n’est mise 
en évidence.37,38,40 
Concernant les LAM de novo, les patients porteurs d’une mutation de TET2 ont un taux 
plus élevé de leucocytes et de LDH.44,45 Au niveau des sous-types cytologiques FAB, il 
apparaît que les mutations de TET2 sont rares dans les LAM de type M3.44,47 En revanche, si 
l’on exclut les FAB M3, les mutations de TET2 touchent tous les sous-types sans différence 
significative.44 Il n’existe pas de différence sur les critères cliniques et biologiques au 
diagnostic que le patient soit porteur d’une ou de deux mutations.44 
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Pathologie Caractéristique Impact Références 
SMP Age plus élevé 28  
SMD 
Age controversé 37,38 
Taux de blastes controversé 30,37 
Cytopénies controversé 29,30,37,53 
Sexe non 37,38 
Classification FAB non 37  
Classification OMS non 37,53 
IPSS non 37,38,53 
Traitement antérieur non 37,38,53 
LMMC 
Age controversé 38,40 
Sexe non 40  
Cytopénies non 40  
Taux de blastes non 40  
Classification FAB non 40  
Classification OMS non 40  
LAM 2aires 
post SMD et 
post 
traitement 
Age plus élevé 49  
Taux de leucocytes plus élevé 49  
Taux de monocytes plus élevé 49  
Taux de plaquettes moins élevé 49  
Sexe non 49  
Traitement antérieur non 49  
Taux d'hémoglobine non 49  
Taux de blastes non 49  
LAM de novo 
Age plus élevé 44,45,47 
Taux de leucocytes plus élevé 44,45 
FAB M3 moins fréquent 44,47 
Taux de blastes controversé 44,45 
Sexe non 44,45 
Taux d’hémoglobine et de plaquettes non 44,45 
Classification FAB hors M3 non 44  
Tableau 2 : Paramètres cliniques et biologiques analysés dans la littérature chez les patients mutés 
pour TET2. 
 
1.2.2.3. Caractéristiques cytogénétiques et moléculaires associées aux 
mutations TET2 
 
L’association éventuelle des mutations TET2 à des aspects cytogénétiques ou 
moléculaires particuliers dans les pathologies myéloïdes est reportée dans le Tableau 3.  
Brièvement, dans les syndromes myélodysplasiques (SMD) et leucémies 
myélomonocytaires chroniques (LMMC), les mutations de TET2 ne sont pas associées à une 
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cytogénétique spécifique.29,37,38 ,40 En revanche, dans les leucémies aiguës myéloïdes (LAM), 
qu’elles soient secondaires ou de novo, on observe une association significative entre la 
présence de mutations TET2 et un caryotype normal.44,45,47,49  
Au sein des LAM de novo, les mutations de TET2 ne sont pas associées aux mutations 
de FLT3, CEBPA, MLL, AML 1, KIT, WT1, N ou Kras.25,44,45,47 Une étude rapporterait une co-
occurrence des mutations de TET2 avec des mutations d’ASXL1.44 Les mutations de TET2 
et d’IDH1-IDH2 sont quasi mutuellement exclusives.44,45,47 Enfin, elles seraient associées au 
sous groupe « risque favorable » chez les patients avec LAM à caryotype normal.45 
 
Pathologie Caractéristique Impact Références 
SMD Cytogénétique non 29,37,38 
LMMC 
Mutations CBL association aux mutations CBL 39  
Cytogénétique non 40  
LAM 2aires 
post SMD et 
post 
traitement 
Cytogénétique association à un caryotype normal 49  
Mutations FLT3 non 49  
Mutations NPM1 non 49  
Mutations Kit non 49  
Mutations N ou K ras non 49  
Mutations WT1 non 49  
LAM de novo 
Cytogénétique association à un caryotype normal 44,45,47 
Caryotype normal association au risque favorable 45  
Mutations ASXL1 association aux mutations ASXL1 44  
Mutations IDH1/2 mutuellement exclusives 44,45,47,54 
Mutations NPM1 controversé 25,44,45,47 
Mutations CEBPA non 25,44,47 
Mutations FTLT3 non 25,44,45,47 
Mutations MLL non 25,45 
Mutations AML1 non 44  
Mutations Kit non 44  
Mutations WT1 non 44,45 
Mutations N ou K ras non 44  
Tableau 3 : Caractéristiques cytogénétiques et moléculaires analysées dans la littérature chez les 






1.2.2.4. Impact pronostique des mutations TET2 
 
L’observation de mutations fréquentes du gène TET2 a conduit à se poser la question 
de leur impact pronostique (Tableau 4). 
Pour les PV, les MFP et les mastocytoses, la présence de mutations TET2 ne semble 
pas influer sur le pronostic.26,28 Concernant les LMMC, Kohlmann et al39 rapportent une 
meilleure OS chez les patients mutés contrairement à l’étude de Kosmider et al40 qui montre 
une moins bonne survie des patients TET2 mutés avec LMMC-1. Pour les SMD, les données 
publiées montrent aussi des discordances, avec une étude retrouvant une moins bonne OS 
chez les patients mutés pour TET237 et une autre ne mettant pas en évidence d’impact 
pronostique.38 
Chez les patients avec LAM de novo, il ne semble pas y avoir d’impact des mutations 
TET2 sur le pronostic.44,46,47 Aucune différence de survie n’est mise en évidence entre les 
patients porteurs d’une mutation TET2 et ceux porteurs de deux.44 Le groupe du CALGB a 
montré qu’au sein d’un sous-groupe particulier de LAM de novo, les LAM à caryotype normal 
risque favorable, l’observation de  mutations de TET2 impacte la survie globale, la DFS et le 
taux de RC.45 Au sein des LAM à cytogénétique intermédiaire, Chou et al44 ont identifié 3 
groupes de patients : les TET2 mutés / FLT3 mutés qui ont un mauvais pronostic, les TET2 
sauvages / FLT3 sauvages qui ont un bon pronostic, et les TET2 mutés / FLT3 sauvages ou 
TET2 sauvages / FLT3 mutés qui ont une survie intermédiaire. Par ailleurs les auteurs 
montrent que la présence de mutations de TET2 n’influence pas la survie dans le groupe 
avec marqueurs moléculaires de bon pronostic (CEBPA muté ou NPM1 muté / FLT3 
sauvage). En revanche, en l’absence de ces derniers, elle grève le pronostic.44  En tenant 
compte de la présence ou non de mutations FLT3, NPM1, CEBPA et TET2, Chou et al ont 
proposé un score corrélé au devenir pour les LAM à cytogénétique intermédiaire. 












PV non 28  89 
MFP non 28  60 
Mastocytose non 26  42 
LAM 2aires post SMD 
ou post traitement non 
49
 247 







LAM de novo à 
caryotype normal 
moins bonnes DFS, OS et moins bon taux 
de RC pour les « risque favorable » 
45
 437 
Tableau 4 : Impact pronostique des mutations TET2. 
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1.3. Hémopathies lymphoïdes 
1.3.1. Classification et généralités 
 
Au sein des hémopathies lymphoïdes matures, la classification OMS 2008 distingue : 
les proliférations matures B, les proliférations matures T/ NK, les lymphomes de Hodgkin, les 
néoplasies à histiocytes et cellules dendritiques et enfin les lymphoproliférations post 
transplantation.55 
Les lymphoproliférations matures T/ NK comprennent 3 groupes :56  
• les lymphomes T périphériques (PTCL) 
• les lymphomes T primitivement cutanés type Syndrome de Sézary ou mycosis 
fungoïde 
• les leucémies T : 
o leucémies granulaires à cellules T 
o leucémies à cellules NK  
o leucémies prolymphocytaires T 
 
Nous nous sommes focalisés sur le groupe hétérogène des lymphomes T 
périphériques, qui compte pour moins de 15% de l’ensemble des lymphomes non 
Hodgkiniens57 et dont certaines sous-entités sont encore mal caractérisées sur le plan 
moléculaire. La prévalence des principaux types de PTCL est rapportée dans le Tableau 5. 
La Figure 2 représente la différenciation normale T et NK et indique de quel type cellulaire 
pourrait dériver chaque entité de PTCL. 
  
Type Prévalence 
Lymphome T périphérique non spécifié (PTCL, NOS) 26 % 
Lymphome T angio-immunoblastique (AITL) 18 % 
Lymphome NK / T extra-ganglionnaire de type nasal 10 % 
Leucémie / lymphome T de l'adulte HTLV1 + 10 % 
Lymphome anaplasique à grandes cellules (ALCL)  ALK+ 7 % 
Lymphome anaplasique à grandes cellules (ALCL) ALK- 5 % 
Lymphome T associé à une entéropathie 5 % 
Lymphome anaplasique à grandes cellules cutané primitif 2 % 
Lymphome T hépatosplénique 1 % 
Lymphome T sous-cutané à type de panniculite 1 % 
Autres entités et cas non classés 15 % 





Figure 2 : Vue schématique de la différenciation T et NK et de l’origine cellulaire supposée des 
principales entités de PTCL.58 
 
Si l’on exclut les lymphomes anaplasiques à grandes cellules ALK+, les lymphomes T 
périphériques sont globalement associés à un mauvais pronostic (Figure 3). 
 
Figure 3 : Courbe de survie des patients atteints de PTCL.57 
 
Deux scores pronostiques peuvent être utilisés : l’IPI (International Prognostic Index), 
applicable à tous les lymphomes non Hodgkiniens et le PIT (Prognostic Index for PTCL-U)59 
spécifique des PTCL et qui tient compte de 4 paramètres : l’âge, le taux de LDH, le 





1.3.2. Description des principaux PTCL 
 
Les trois types histologiques de PTCL les plus fréquents en Europe et Amérique du 
Nord sont le lymphome T périphérique non spécifié (PTCL, NOS), le lymphome T angio-




Deux sous-type d’ALCL sont décrits : les ALCL exprimant la protéine ALK (ALK+) et 
ceux ne l’exprimant pas (ALK-). 
 
1.3.2.1.1 ALCL ALK+ 
 
Les ALCL ALK+ touchent principalement des enfants et de jeunes adultes, se 
caractérisent cliniquement par de nombreuses adénopathies, des atteintes extra-
ganglionnaires fréquentes (peau, os et tissus mous), la présence de symptômes B (fièvre), 
un stade avancé chez la moitié des patients et sont associés à un bon pronostic.58  
 
Les cellules tumorales sont ALK+, CD30+, EMA+, CD3- et expriment souvent le CD2, 
le CD4, le CD45 mais aussi des antigènes de lymphocytes T cytotoxiques comme TIA-1, 
granzyme B et perforine.58  
 
Sur le plan cytogénétique, il est observé une translocation impliquant le gène ALK 
(2p23) qui signe le diagnostic. La première décrite, qui est également la plus fréquente, est 
la translocation t(2;5)(p23;q35) qui fusionne le gène ALK au gène NPM1.60,61 D’autres 
partenaires d’ALK ont par la suite été rapportés (Tableau 6). Dans tous les cas, la fusion 
entraîne une activation constitutive de la tyrosine kinase ALK.62 
 
Translocation Gène partenaire Fréquence 
t(2;5)(p23;q35) Nucleophosmin (NPM1) 75% 
t(1;2)(q25;p23) Tropomyosin 3 (TPM3) 10-20% 
t(2;3)(p23;q11) TRK fused gene (TFG) 2-5% 
inv(2)(p23q35) ATIC (Pur H gene) 2-5% 
t(2;17)(p23;q23) Clathrin heavy chain (CLTC) 2-5% 
t(2;22)(p23;q11.2) Myosin heavy chain (MYH9) rare 
t(2;17)(p23;q23) 
ALK lymphoma oligomerization partner on 
chromosome 17 (ALO17) 
rare 
t(2;19)(p23;p13.1) Tropomyosin 4 (TPM4) rare 
t(2;X)(p23;q11–12) Moesin (MSN) rare 




1.3.2.1.2 ALCL ALK- 
 
Les ALCL ALK- affectent des individus plus âgés, avec de moins fréquentes atteintes 
extra-ganglionnaires. Le pronostic des ALCL ALK- est moins bon que celui des ALCL ALK+ 
mais reste meilleur que celui des PTCL, NOS.  
 
Les cellules tumorales sont ALK- CD30+. Les antigènes pan-T sont plus souvent 
exprimés dans les tumeurs ALK- que les tumeurs ALK+, contrairement aux marqueurs 
cytotoxiques et à l’antigène EMA qui le sont moins. Les ALCL ALK- peuvent être difficiles à 
distinguer de certains PTCL, NOS exprimant fortement le CD30+.58  
 
Récemment il a été décrit un réarrangement récurrent du locus 6p25 présent chez 
environ 25% des patients atteints d’ALCL ALK-, qu’ils soient de type systémique ou cutané. 
Cette translocation affecte dans 1/3 des cas le gène IRF4 et dans 2/3 des cas le gène 
DUSP22.63-66 Le facteur de transcription IRF4/MUM1 est connu pour être un important 
régulateur de la différenciation lymphoïde normale, fortement exprimé dans les plasmocytes 
et les lymphocytes T activés.67 Dans la majorité des translocations impliquant IRF4, le 
partenaire n’est pas identifié et l’expression d’IRF4 ne semble pas dérégulée.63 En revanche, 
quand le gène affecté en 6p25 est DUSP22, son partenaire se situe dans plus de la moitié 
des cas en 7q32.3 à proximité du site fragile FRA7H et du gène codant pour le miRNA 
MIR29. La translocation (6;7)(p25.3;q32.3) conduit à la sous-expression de DUSP22 et à la 
surexpression de MIR29.63 
Les réarrangements du locus 6p25 ne surviennent qu’occasionnellement dans les autres 
entités de PTCL63-66 et leur détection peut donc aider au diagnostic différentiel, en particulier 
pour certaines lymphoproliférations CD30+ de la peau. Une translocation impliquant le locus 
6p25, la t(6;14)(p25;q11.2) a tout de même été rapportée chez deux patients atteints de 
PTCL, NOS avec phénotype « cytotoxique » et dans ce cas, fusionnait le gène IRF4 au locus 
du TCR.64 
 
Des aberrations chromosomiques sont détectées dans deux tiers des cas et diffèrent 
de celles observées chez les patients ALK+.68 Les analyses  transcriptomiques révèlent une 
signature moléculaire commune aux ALCL ALK+ et ALK- mais identifient également un set 









Les lymphomes T angio-immunoblastiques (AITL) représentent par ordre de fréquence 
le deuxième lymphome T périphérique (PTCL) au monde et le premier en Europe et 
Amérique du Nord (25 à 30% des PTCL).  
 
1.3.2.2.1 Aspects clinico-biologiques 
 
Les AITL sont principalement observés chez les patients de 60-70 ans et se présentent 
cliniquement par des adénopathies généralisées, une hépatosplénomégalie, et des 
symptômes B (fièvre, perte de poids, éruption cutanée, arthralgies). Sur le plan biologique, 
une hypergammaglobulinémie polyclonale et une anémie hémolytique auto-immune sont 
fréquemment retrouvées.58 La survie globale des AITL est proche de celle des PTCL, NOS, 
d’environ 30% à 5 ans et leur médiane de survie ne dépasse pas 3 ans.71  
 
1.3.2.2.2 Aspects histologiques et cytogénétiques 
 
Sur le plan histologique, les AITL se caractérisent par :72 
• un infiltrat polymorphe associant en proportions variables des cellules tumorales T 
de taille moyenne avec noyau rond ou légèrement irrégulier et cytoplasme clair, 
de petits lymphocytes, des histiocytes, des cellules épithélioïdes, des 
immunoblastes, des éosinophiles et des plasmocytes 
• une hyperplasie vasculaire avec vaisseaux ramifiés 
• une prolifération périvasculaire de cellules folliculaires dendritiques 
• la présence de grandes cellules B souvent infectées par l’EBV, qui ressemblent 
aux cellules de Reed Sternberg. L’abondance de ces cellules B ne corrèle pas 
avec le pronostic71 mais avec la détection chez un tiers des patients d’une 
clonalité ou oligoclonalité B.73  
Le compartiment tumoral est souvent moins représenté que l’infiltrat réactionnel. 
 
Des aberrations chromosomiques clonales sont observées dans plus de 90% des cas. 
Il s’agit principalement de trisomies 5, trisomies 21, gain du 3q, 5q et perte du 6q.74 Il n’est 
que très peu observé de translocations impliquant le locus du TCR.  
 
1.3.2.2.3 La cellule tumorale d’AITL 
 
Les cellules tumorales d’AITL sont généralement CD4+ CD8- !" + mais dans certains 
cas n’expriment que faiblement des marqueurs pan -T comme le CD3, le CD4 ou le CD758 
Elles expriment fréquemment le CD1075 et BCL676, des marqueurs du centre germinatif. 
Elles expriment également des marqueurs caractéristiques des lymphocytes T follicular 
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helpers (TFH), tels que CXCL13, PD1, ICOS, PD200, SAP, et CMAF.77-80 Les TFH sont des 
cellules CD4+CD57+CXCR5+CCR7- qui se situent dans les centres germinatifs des 
ganglions au sein desquels ils aident les cellules B au cours des dernières étapes de leur 
maturation en induisant l’expression d’AID.81 
Les analyses immunohistochimiques ont par la suite été complétées par des études 
transcriptomiques. Celles-ci confirment que la contrepartie « normale » des cellules 
tumorales d’AITL correspond bien aux lymphocytes TFH. Il existe en effet une signature 
moléculaire commune entre les cellules d’AITL et les TFH.82,83   
L’ensemble de ces données a permis d’aider au diagnostic et à la classification. En 
effet, des marqueurs TFH comme CXCL13 ou PD1 ont été validés en tant que nouveaux 
biomarqueurs dans le diagnostic immunohistochimique des AITL et permettent en particulier 
de faire le diagnostic différentiel avec d’autres entités de PTCL.62  
 
Le fait que les cellules tumorales d’AITL dérivent très probablement de TFH normaux 
est un premier pas vers la compréhension de la pathogenèse des ces maladies. Néanmoins, 
les altérations moléculaires à l’origine de la transformation des TFH en cellules tumorales 
d’AITL ne sont pour l’instant pas connues. D’autres mécanismes interviennent très 
probablement au cours du développement des AITL.72 Le microenvironnement tumoral 
semble jouer un rôle important puisque près de 90% de la signature moléculaire des AITL 
sont dus aux cellules non tumorales.82 Par des boucles de régulation autocrines et/ou 
paracrines, celui-ci est très probablement à l’origine du syndrome inflammatoire et des 
manifestations cliniques et biologiques dysimmunes observées chez les patients.  Les virus 
EBV et  HHV6B sont souvent retrouvés dans les cellules B réactionnelles. Ces observations 
suggèrent qu’ils ne sont pas directement responsables de la transformation tumorale T mais 
qu’ils peuvent, via la modulation de production de certaines cytokines, chémokines, 
récepteurs de membrane, jouer un rôle dans le développement du microenvironnement et 
ainsi favoriser la progression tumorale.  
 
1.3.2.3. PTCL, NOS 
 
Les lymphomes T périphériques non spécifiés (PTCL, NOS) sont les plus fréquents 
mais aussi les plus hétérogènes des PTCL. Le diagnostic des PTCL, NOS est en réalité un 
diagnostic d’exclusion des autres PTCL. 
 
1.3.2.3.1 Aspects clinico-biologiques 
 
Les PTCL, NOS concernent souvent des patients de plus de 70 ans et se caractérisent 
cliniquement par des adénopathies généralisées avec des stades avancés dans 65% des 
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cas, mais aussi un envahissement extra-ganglionnaire fréquent. Biologiquement, on peut 
observer une éosinophilie et un syndrome d’activation macrophagique.58 Le pronostic des 
PTCL, NOS n’est pas très bon, avec une survie globale à 5 ans d’environ 25-30%.58 
 
1.3.2.3.2 Aspects histologiques et cytogénétiques 
 
 Les cellules tumorales de PTCL, NOS sont des cellules à cytoplasme clair CD4+ CD8-.  
Les autres antigènes T sont variablement exprimés avec une perte fréquente du CD7 et plus 
rarement une perte du CD2, CD3 ou CD5. L’EBV peut être détecté dans une proportion 
variable de cellules tumorales mais également dans des cellules B adjacentes. Sur le plan 
histologique, une augmentation de la vascularisation et une éosinophilie peuvent être 
observées.58,72 Des variants morphologiques ont été décrits :  
• le PTCL, NOS lymphoépithélioïde (lymphome de Lennert) caractérisé par un infiltrat 
d’histiocytes et de petits lymphocytes cytotoxiques le plus souvent CD8+ 
• le PTCL, NOS folliculaire avec une structure architecturale mimant celle du 
lymphome B folliculaire 
 
 La cytogénétique retrouve fréquemment des caryotypes complexes. La première 
translocation décrite dans les PTCL, NOS est la translocation (5;9)(q33;q22) qui fusionne le 
gène IL-2-inducible T-cell kinase (ITK) situé sur le chromosome 5 avec le gène spleen 
tyrosine kinase (SYK) localisé sur le chromosome 9.84 Cette translocation semble associée à 
un sous-groupe particulier, le PTCL, NOS folliculaire puisqu’elle est observée chez 20% des 
patients présentant ce sous-type.85 Elle n’est jamais détectée dans les AITL.  La protéine de 
fusion résultante est une tyrosine kinase active et son rôle oncogénique a été établi in vivo. 
En effet, les souris surexprimant la fusion ITK-SYK développent des lymphomes qui 
ressemblent aux PTCL, NOS.86,87 Une étude avait observé et ce, en dehors de toute 
translocation, une phosphorylation et une activation de SYK dans plus de 90% des cas de 
PTCL tous confondus88 mais cette fréquence n’a pas été retrouvée par d’autres groupes.89,90 
A l’instar des AITL, les translocations impliquant le locus du TCR sont très rares dans les 
PTCL, NOS.62 
Les déséquilibres observés en CGH diffèrent de ceux retrouvés dans les AITL ou les 
ALCL. Il s’agit  de gains récurrents des 1q, 3p, 5p ,7q, 8q, 17q et 22q et des pertes du 6q, 
10p et 13q.74,91,92  
Au total, si l’on exclut les cas particuliers des PTCL, NOS folliculaires avec 
translocation ITK-SYK, aucune anomalie moléculaire récurrente n’est pour l’instant décrite 




1.3.2.3.3 La cellule tumorale de PTCL, NOS 
 
Sur le plan du profil d’expression, les cellules des PTCL, NOS semblent se rapprocher 
des cellules CD4+ ou CD8+ activées et se caractérisent par une sous-expression de gènes 
associés à la prolifération, à l’apoptose, à l’adhésion cellulaire et au remodelage de la 
matrice et par une surexpression de la voie PDGFR!.93 Certains profils semblent corrélés à 
la survie : la surexpression de la voie NFkappa B est associée à un bon pronostic,94 
contrairement  à la surexpression d’une signature de prolifération qui elle, est associée à un 
mauvais pronostic.95 Les analyses transcriptomiques ont permis également d’identifier un 
sous type particulier de PTCL, NOS qui présente un profil d’expression proche de celui des 
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et qui est associé à un moins bon pronostic.96  
Enfin, il semble exister des formes frontières entre les PTCL, NOS et les AITL, sur le plan 
histologique mais aussi moléculaire.  En effet, on retrouve chez certains PTCL, NOS CD30-  
une signature TFH.82 
 
Le Tableau 7 résume les caractéristiques moléculaires principales des PTCL, NOS, 




Aspects génétiques et 
moléculaires 
Implications diagnostiques et 
thérapeutiques 
PTCL, NOS 
t(5;9)(q33;q22) (SYK-ITK) (variant 
folliculaire) Inhibiteurs de SYK et PDGFRA 
activation de SYK  
activation de PDGFR!  
AITL signature TFH Utilisation des marqueurs TFH pour le 
diagnostic 
ALCL, ALK+ t(2;v)(p23;v) 
Possibilité d'utiliser des petites 
molécules inhibitrices dirigées contre 
les protéines de fusion ALK 
ALCL, ALK- réarrangement du locus IRF4 
Valeur  de la FISH IRF4 pour le 
diagnostic différentiel entre ALCL 
cutanés et autres lymphoproliférations 
primitives cutanées CD30+ 
Tableau 7 : Principaux aspects génétiques et moléculaires des 3 entités les plus fréquentes de PTCL 





1.4. Protéines TET 
1.4.1. Structure des protéines TET 
 
Les protéines TET comportent 3 membres : TET1 (2136 a.a), TET2 (2002 a.a), et 
TET3 (1660 a.a).97 La protéine TET2 s’exprime de manière ubiquitaire, contrairement à TET1 
et TET3 dont l’expression est tissu-spécifique. Elles sont apparentées aux enzymes JBP (J-
binding protein) 1 et 2 qui catalysent la conversion des thymines en hydroxymethyluraciles 
(hmU) chez les trypanosomes. Structurellement, elles appartiennent à la superfamille des 
oxygénases dépendantes du 2-oxoglutarate (2OG) et du Fe(II).98  
 
En plus de leur domaine catalytique constitué de feuillets " (double-stranded "-helix ou 
DSBH), les protéines TET ont en commun une région riche en cystéine. Toutes comportent 3 
sites de liaison au Fe(II),! (TET1 : a.a 1672, 1674, 2028 ; TET2 : a.a 1382, 1384, 1884 ;  
TET3 : a.a 942, 944, 1538) et un site de liaison au 2-oxoglutarate (TET1 : a.a 2043, TET2 : 
a.a 1896, TET3 : a.a 1553).97  
La séquence protéique de TET1 révèle la présence de 3 signaux de localisation 
nucléaire (Figure 4).98 La protéine TET1 présente également un domaine CXXC situé en N-
terminal, qui est absent des protéines TET2 et TET3.97,99  Les domaines CXXC sont des 
domaines de liaison à l’ADN, en particulier au niveau des îlots CpG déméthylés.100 La 
particularité du domaine CXXC de TET1 est qu’il se lie à la fois aux cytosines non modifiées 
mais également aux cytosines méthylées et hydroxyméthylées.101,102 
 La protéine TET2 ne comporte pas de domaine CXXC. Cependant, le gène CXXC4 
est situé également en 4q24 à environ 650 kb en amont du gène TET2. On peut donc 
supposer qu’une inversion chromosomique ancestrale aurait détaché le domaine CXXC de 
TET2 pour en faire un gène distinct. Selon Iyer et al, l’interaction entre les protéines CXXC4 
et TET2 au sein d’un même complexe conduirait à une fonction correcte de TET2.103 
 
En résumé, TET1 semble se lier directement à l’ADN via son domaine CXXC, ce qui lui 
permettrait d’exercer son activité enzymatique dans des régions spécifiques du génome. En 
revanche, les données actuelles concernant TET2 et TET3 ne sont pas aussi claires et l’on 
peut supposer que ces deux protéines se fixent de manière indirecte à l’ADN au sein de 
complexes dont les différents membres n’ont pour l’instant pas été identifiés. 
 
 Figure 4 : Représentation schématique de la s
 
1.4.2. Fonction des protéines 
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Les protéines Tet jouent également un rôle dans la déméthylation active, et ce par 
l’intermédiaire de plusieurs voies : 
• Outre leur capacité d’hydroxyméthylation des 5mC, il a été récemment montré que 
les protéines de la famille Tet sont capables de poursuivre l’oxydation des 5hmC en 5 
formylcytosines (5fC) et 5 carboxycytosines (5caC).110,111 Les 5fC et 5caC peuvent 
ensuite être excisés par des DNA glycosylases comme la thymine DNA glycosylase 
(TDG), conduisant à la formation d’un site abasique.112 Ce site est par la suite 
reconnu par le complexe BER (Base Excision Repair) qui réintroduit une cytosine. 
• Les 5hmC peuvent être déaminées par les enzymes de la famille AID / APOBEC 
pour produire des 5hmU.113 Le mismatch 5hmU / G est ensuite réparé par l’action 
successive des DNA glycosylases puis du BER.114 
 
 
Figure 5 : Représentation des voies possibles de déméthylation active ou passive induites par la 
conversion des 5mC en 5hmC.115 
 
 D’autres voies de déméthylation active ont été proposées : 
• Une d’entre elles pourrait consister en l’action d’une décarboxylase qui convertirait 
les 5caC en cytosines.115 
• On peut également envisager que les 5hmC puissent être excisées par des 5hmC 
glycosylases spécifiques, qui permettraient ensuite au site abasique d’être reconnu 
par le BER.116 
• Le complexe NER (Nucleotide Excision Repair) qui ne reconnaît pas de lésions 
spécifiques de l’ADN mais plutôt des lésions plus étendues comme par exemple des 
pontages avec des molécules exogènes, pourrait directement exciser les brins d’ADN 




 Enfin, indépendamment de leur rôle dans le processus de déméthylation, les 5hmC 
pourraient également avoir un effet propre en empêchant la fixation de certains effecteurs 
protéiques tels que les « methyl-CpG-binding proteins »109,117 ou au contraire en recrutant 
d’autres complexes tels que Uhrf1 ou Mbd3.118,119 
 
1.4.3. Rôle des protéines Tet dans les cellules ES murines 
 
Tet1 et Tet2 sont bien exprimés dans les cellules souches embryonnaires (ES) 
murines, à la différence de Tet3.98,105,120 
 
1.4.3.1. Rôle de Tet1 dans les cellules ES murines 
 
Un événement caractéristique lors de la différenciation des cellules ES est l’inactivation 
des gènes de pluripotence tels que Nanog et Oct4, qui est partiellement due à la méthylation 
de leurs promoteurs. Les hauts niveaux d’expression de Tet1 et de 5hmC dans les cellules 
ES en comparaison à ceux des cellules différenciées98,105,120 suggèrent que Tet1 pourrait agir 
comme un régulateur de l’autorenouvellement des cellules ES en prévenant la méthylation 
des gènes de pluripotence  par l’hydroxyméthylation.121 
 
Par des techniques de ChIP-seq, il a en effet été mis en évidence que Tet1 se situe 
principalement au niveau des régions promotrices de gènes de pluripotence comme Nanog, 
Tcl1 et Esrrb.122 Cependant, il ne semble pas y avoir d’effet de l’inactivation de Tet1 par 
shRNA sur l’expression des gènes de pluripotence ni sur la morphologie des cellules 
ES.120,123,124 Les souris inactivées pour Tet1 sont viables et fertiles avec tout de même 
quelques individus de plus petite taille.123 La perte de Tet1 n’affecterait donc pas la 
pluripotence des ES et serait compatible avec un développement embryonnaire et postnatal 
normal. Néanmoins, une étude rapporte que la réduction de l’expression de Tet1 dans les 
cellules ES murines par ShRNA conduit à une augmentation de la méthylation au niveau du 
promoteur de Nanog ce qui entraîne une réduction de son expression et une diminution de 
l’autorenouvellement des cellules ES.105 De plus, des analyses de l’expression des gènes 
spécifiques de lignage et de tératomes montrent que le knock down de Tet1 par ShRNA 
augmente la différenciation spontanée des cellules ES vers le trophoectoderme et le 
mésoendoderme.120,124,125  
En résumé, la contribution de Tet1 à la maintenance et à la différenciation des cellules 





Plusieurs équipes ont tenté de déterminer où se localisent les 5hmC dans le génome 
des cellules ES et où se fixe préférentiellement la protéine Tet1.  
Il est à noter que l’approche classique d’étude de la méthylation par « bisulfite genomic 
sequencing » ne permet pas de distinguer les 5mC de ses dérivés oxydatifs (5hmC, 5caC, 
5fC). Des techniques plus précises de détection des 5mC et 5hmC ont donc été 
développées (TLC (thin-layer chromatography) assay, spectroscopie de masse, anticorps 
dirigés contre les 5mC ou 5hmC, Tet-assisted bisulfite sequencing…)106,115 mais il n’existe 
pas encore de consensus clair sur la méthode à choisir. Ceci peut expliquer un manque de 
cohérence des résultats entre les différentes études.  
Globalement, à la différence des 5mC, les 5hmC sont peu retrouvées dans les régions 
d’hétérochromatine comme les séquences répétées mais sont principalement observées 
dans les régions promotrices des gènes et au niveau des séquences régulatrices 
distales.101,106,124-127 
 
La réduction de l’expression de Tet1 dans les cellules ES murines par une approche 
de RNA interférence entraîne une diminution du niveau global de 5hmC de 30 à 50%105,123 et 
une diminution de 20 à 40% de 5hmC pour les gènes associés à Tet1.101,124 Les effets sont 
plus modestes concernant la méthylation globale de l’ADN puisque que la perte de Tet1 
n’entraîne qu’une légère augmentation du niveau global de 5mC. Néanmoins certaines 
études rapportent des augmentations du niveau de 5mC après knock down de Tet1 au 
niveau de certains gènes.101,120,123,124,128 Ces résultats peuvent s’expliquer de deux façons : 
soit d’autres voies sont impliquées pour réguler les niveaux de 5hmC-5mC dans les cellules 
ES, soit l’activité de déméthylation de Tet1 ne s’exerce pas globalement sur l’ensemble du 
génome mais plutôt sur des loci spécifiques. 
 
 Dans les cellules ES, les promoteurs riches en îlots CpG se caractérisent par un 
niveau élevé de 5hmC101,124-126,128 et par la présence de Tet1.101,124,128 Deux catégories de 
gènes sur lesquels se fixe Tet1 peuvent schématiquement être décrits :101,108,124,127,128 
• Les gènes dont l’expression dépend directement de l’absence ou de la présence de Tet1, 
c'est-à-dire que leur expression varie lorsqu’on inhibe Tet1 par des techniques de RNA 
interférence. Ils sont de deux types : 
! Les gènes réprimés par Tet1 se caractérisent par une région promotrice riche en 
îlots CpG, des niveaux élevés de 5hmC au niveau du site initial de transcription, 
une triméthylation de H3K4 (H3K4me3) et H3K27 (H3K27me3), et l’association au 
complexe répresseur Polycomb PRC2. Ces gènes sont essentiellement des 
gènes « bivalents » régulant la différenciation et le développement. 
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! Les gènes activés par Tet1 se caractérisent par une région promotrice riche en 
îlots CpG, des niveaux élevés de 5hmC au niveau des corps des gènes et une 
triméthylation de H3K4 et H3K36 (H3K36me3). Il s’agit plutôt de gènes de 
ménage. 
• Les gènes dont l’expression est indépendante de l’absence ou de la présence de Tet1. 
Dans ce cas, leur expression n’est pas modifiée après knock-down de Tet1, suggérant 
que Tet1 influence l’accessibilité à la chromatine indépendamment de son activité sur la 
régulation transcriptionnelle. Ils sont également de deux types : 
! Les gènes réprimés se caractérisent par la marque univalente H3K27me3. 




Dans les cellules ES murines, il apparaît donc que Tet1 joue un rôle d’activateur mais 
aussi de répresseur transcriptionnel (Figure 6).  
Il réprime un certain nombre de gènes, essentiellement des gènes impliqués dans la 
différenciation, via deux mécanismes : 
• en recrutant le complexe répresseur PRC2. Il existe en effet une superposition entre le 
set des gènes surexprimés après knock down de Tet1 et celui des gènes surexprimés 
dans les cellules inactivées pour PRC2. Ces données sont en faveur d’un rôle potentiel 
de Tet1 dans la répression liée à PRC2.128 De plus, la capacité à se lier à la chromatine 
des membres du complexe PRC2 est diminuée dans les cellules inactivées pour Tet1 
suggérant un rôle de Tet1 dans le recrutement de PRC2. Bien qu’aucune interaction 
stable entre Tet1 et PRC2 n’ait été pour l’instant démontrée,124,128 on peut supposer que 
Tet1 facilite indirectement la liaison de PRC2 à la chromatine en diminuant les niveaux 
de méthylation de l’ADN aux niveaux des gènes associés à PRC2 (Figure 6A). 
• en recrutant directement le complexe de co-répression Sin3A.124  Il a en effet été montré 
une interaction directe de ces 2 protéines ainsi qu’une superposition entre les gènes 
surexprimés après knock down de Tet1 et ceux surexprimés après knock down de Sin3A 
(Figure 6B). 
Durant la différenciation des cellules ES, l’expression de Tet1 diminue, entraînant une levée 








Par ailleurs, Tet1 exerce également la fonction d’activateur transcriptionnel pour 
d’autres gènes. Les effets sur l’activation de la transcription sont moins prononcés que sur la 
répression. Il n’existe en effet pas de corrélation directe entre les gènes réprimés après 
knock down de Tet1 et ceux avec de profondes modifications de leurs niveaux de 5hmC et 
5mC.124  Tet1 semble activer l’expression de deux types de gènes : 
• les gènes dits de ménage riches en îlots CpG : Tet1 empêche une hyperméthylation 
aberrante de leurs îlots CpG pour qu’ils restent à l’état actif aussi bien dans les cellules 
ES que dans les cellules plus différenciées (Figure 6C).121 
• les gènes de pluripotence pauvres en îlots CpG : au cours de la différenciation normale, 
ces gènes subissent une méthylation de novo et sont ainsi réprimés (Figure 6D).115,121 
Tet1 les protège de la méthylation dans les cellules ES.  
 
 





En résumé, Tet1 se lie principalement à des promoteurs riches en îlots CpG qui sont 
pour la plupart hypométhylés, suggérant que Tet1 joue un rôle important pour maintenir les 
îlots CpG à l’état déméthylé dans les cellules ES. Les îlots CpG sont en théorie protégés de 
la méthylation par des niveaux élevés de triméthylation de H3K4 (H3K4me3), connue pour 
inhiber sélectivement le recrutement des Dnmt de novo.129,130 Néanmoins, la dérégulation de 
la méthylation de H3K4 ou l’augmentation de l’activité des Dnmt peut entraîner la 
méthylation aberrante  des îlots CpG. Williams et al 121 proposent que Tet1 est à l’origine de 
la conversion des 5mC en 5hmC, puis un mécanisme de déméthylation active ou passive 
conduit à restaurer l’état déméthylé des îlots CpG. Ainsi la protéine Tet1 serait impliquée 
dans un processus haute fidélité de régulation de la méthylation de l’ADN en prévenant 
l’accumulation de méthylation aberrante des îlots CpG (Figure 7). 
 
 
Figure 7 : Rôle de Tet1 dans la maintenance du processus de méthylation/ déméthylation des cellules 
ES murines.121 
 
1.4.3.2. Rôle de Tet2 dans les cellules ES murines 
 
Tet1 et Tet2 sont tous deux exprimés dans les cellules ES.120 Au cours de la 
différenciation des cellules ES, leur expression diminue, alors que celle de Tet3 augmente. 
Inversement, l’expression de Tet3 diminue alors que celle de Tet1 et Tet2 augmente lors de 
la reprogrammation de fibroblastes en IPS (Induced Pluripotent Stem cells). Ces données 




La diminution de l’expression de Tet2 par RNA interférence entraîne une diminution du 
niveau de 5hmC d’environ 40 à 50%, ce qui est comparable à la réduction provoquée par 
l’inactivation de Tet1. La diminution combinée de l’expression de Tet1 et Tet2 conduit à une 
baisse de 75-80% du niveau de 5hmC, indiquant que Tet1 et Tet2 sont à l’origine de la plus 
grande partie du pool de 5hmC dans les cellules ES.120 
 
Seuls 3 groupes ont tenté de préciser le rôle de Tet2 dans les cellules ES. Ito et al105 
ont montré que le knock down de Tet2 ne modifiait pas la morphologie des cellules ES 
murines. L’analyse par RNA seq de double knock down Tet1-Tet2 dans des ES murines 
indique que plusieurs gènes de pluripotence sont réprimés en l’absence des protéines Tet.125 
Enfin, l’inactivation de Tet2 seule par ShRNA tendrait à biaiser la différenciation des cellules 
ES vers le neuroectoderme.120 
Compte tenu du faible nombre d’études, il est difficile de tirer des conclusions. Ces résultats 
semblent suggérer que la protéine Tet2 n’est pas indispensable à la pluripotence des 
cellules ES mais pourrait jouer un rôle dans la différenciation normale des cellules ES.  
A la différence de Tet1, aucune étude n’a pour l’instant déterminé quels étaient les gènes 
associés à Tet2 dans le génome des cellules ES et quel pouvait être le rôle de Tet2 
(activateur ou répresseur) sur la régulation transcriptionnelle de ces gènes. 
 
1.4.4. Rôle de Tet3 dans le zygote 
 
Tet3 est bien exprimé dans les ovocytes et les zygotes unicellulaires, contrairement à 
Tet1 et Tet2.105 
 
Par des techniques d’immunoprécipitation utilisant des anticorps spécifiques des 5mC 
et 5hmC, il a été montré que le niveau de 5mC du pronucleus paternel diminue rapidement 
juste avant la première division131,132 alors que le niveau de 5hmC augmente au moment de 
la première division.133,134 Ce phénomène semble du à l'activité de Tet3, dont l'expression est 
forte dans les ovocytes et les zygotes unicellulaires mais rapidement en diminution après le 
stade  « 2 cellules ». Des analyses en immunofluorescence confirment en effet que juste 
après la fécondation, Tet3 se déplace du cytoplasme zygotique vers le pronucleus 
paternel135 où il y convertirait les 5mC en 5hmC (Figure 8).  
Le génome maternel est quant à lui protégé de la déméthylation et conserve un haut niveau 
de 5mC136 jusqu’à la première division. Son niveau de 5hmC reste bas durant les premières 
divisions et jusqu’au stade « blastocyste » (Figure 8).133,134  
Après la première division, les 5mC du génome maternel et les 5hmC du génome paternel 
sont progressivement perdues par un phénomène de dilution liée à la réplication.115,137 Puis 
26 
 
les profils de méthylation sont rétablis par l’activité des DNA méthyltransférases de novo 
Dnmt3a et Dnmt3b (Figure 8).138  
 
 
Figure 8 : Evolution des niveaux de 5mC et 5hmC des génomes maternel et paternel durant le 
développement pré-implantatoire.115 TE : trophoectoderm. ICM : inner cell mass. 
 
 
Afin de mieux caractériser le rôle de Tet3, le groupe de Gu et al135 a développé un 
modèle conditionnel d’invalidation hétérozygote, la délétion homozygote étant létale au stade 
néonatal. L’inactivation de l’allèle maternel de Tet3 conduit chez le zygote à une réduction de 
la déméthylation de loci spécifiques du génome paternel comme les transposons Line1 et 
certains gènes de pluripotence (Oct4 et Nanog).135 L’inactivation de Tet3 ne semble pas 
avoir d’effet sur la maturation des cellules germinales maternelles, sur la fécondation ou la 
pré-implantation. Néanmoins la délétion de Tet3 dans des cellules primordiales germinales 
maternelles ou dans des ovocytes en croissance entraine après fécondation, des anomalies 
du développement embryonnaire. Ces résultats suggèrent que la perte du Tet3 maternel 
retarde l’activation de l’allèle paternel de gènes importants pour le développement et plus 
globalement bloque la reprogrammation du génome paternel.135  
 
Au total, Tet3 joue donc un rôle critique dans la reprogrammation épigénétique du 
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1.4.5.2. Analyse in vitro par des approches de RNA interférence  
 
 L’inactivation de TET2 in vitro par des approches de RNA interférence (siRNA ou 
shRNA) a permis de mieux comprendre son rôle dans l’hématopoïèse. 
Le knock down de TET2 entraîne : 
• dans les progéniteurs hématopoïétiques précoces murins,139 l’expansion et la 
différenciation des monocytes-macrophages en présence de G-CSF et G-MSCF.  
• dans les progéniteurs hématopoïétiques précoces humains,140 une différenciation 
anormale avec expansion du lignage myélomonocytaire aux dépens de la 
lymphopoïèse et de l’érythropoïèse.  
De plus, le knock down de Tet2 dans des cellules primaires de moelle osseuse de 
souris par Sh ou SiRNA conduit après culture en méthylcellulose et/ou en milieu liquide, à 
une augmentation du pourcentage de cellules CKit+. La perte de Tet2 permet donc de 
maintenir les cellules dans un état plus immature.54,141 Moran-Crusio et al ont montré 
également que les cellules invalidées pour Tet2 supportaient plusieurs passages in vitro, 
suggérant un effet direct de la perte de Tet2 sur l’autorenouvellement.141 
 
1.4.5.3. Analyse in vivo par des modèles murins d’invalidation de Tet2 
 
 Le rôle de Tet2 au cours de la différenciation hématopoïétique a été étudié dans divers 
modèles murins d’invalidation de Tet2,141-146  dont deux développés au laboratoire.144 
 
 Cinq modèles viables ont été actuellement publiés et ont permis d’analyser le rôle de 
Tet2 au cours de l’hématopoïèse adulte (Figure 10) :  
• un allèle « gene trap »  avec une cassette LacZ-GFP au niveau de l’ATG du gène 
dans l’exon 3143 
• un allèle « gene trap » avec une cassette LacZ dans l’intron entre les exons 9 et 10144 
• un allèle conditionnel Lox-Lox ciblant l’exon 3 (le premier et le plus grand exon 
codant)141 
• un allèle conditionnel Lox-Lox ciblant l’exon 11 (qui code pour la moitié du domaine 
catalytique de l’enzyme)144 





Figure 10 : Représentation de la structure du gène Tet2 et des différentes régions ciblées par les 
modèles murins d’invalidation de Tet2. Les losanges indiquent les sites d’insertions des cassettes 
« gene trap » ; les flèches horizontales montrent les sites Lox. Les deux modèles développés au 
laboratoire sont indiqués en orange. 
 
La perte de fonction de Tet2 est associée à une baisse du niveau global de 5hmC dans 
les cellules hématopoïétiques murines.142-144  
 
Tous les modèles murins d’inactivation de Tet2141-146 présentent globalement le même 
phénotype : amplification du compartiment des progéniteurs multipotents et cellules souches 
hématopoïétiques,  augmentation des capacités d’autorenouvellement (passages des 
cellules in vitro et greffes compétitives), hématopoïèse extra-médullaire (splénique 
essentiellement), anomalies des différenciations myéloïde, lymphoïde B et T.  
Avec une latence variable selon les modèles (8 à 20 semaines), une fraction des souris 
invalidées pour Tet2 développe une maladie ressemblant à la leucémie myélomonocytaire 
chronique humaine (monocytose persistante, splénomégalie, dysplasie de plusieurs lignées 
myéloïdes). Bien que ce soit la pathologie prédominante, d’autres maladies ont été 
détectées comme des syndromes myélodysplasiques à prédominance érythroïde ou des 
syndromes myéloprolifératifs.143 
Ces études confirment le rôle suppresseur de tumeur de Tet2 et indiquent que sa délétion 
est suffisante pour permettre la transformation myéloïde. Cependant la latence de 
développement suggère que des lésions génétiques additionnelles coopèrent probablement 
avec la perte de Tet2.  
Les souris hétérozygotes pour Tet2 développent les mêmes maladies,141,144 suggérant 
un effet d’haplo-insuffisance, ce qui est cohérent avec le fait que les patients sont souvent 
porteurs d’une seule mutation TET2. 
 
Bien que les trois gènes Tet soient exprimés dans les progéniteurs hématopoïétiques, 
la perte de Tet2 n’entraine pas d’augmentation de la transcription de Tet1 ou Tet3.141-144 Ces 
données indiquent que la réduction d’une des protéines Tet est suffisante pour entraîner des 
changements dans le niveau de 5hmC et le développement de maladies myéloïdes. Ceci 
pose la question de la redondance fonctionnelle des protéines Tet et incite à explorer le rôle 




Outre les 5 modèles murins d’invalidation de Tet2 précédemment décrits, un 6ème 
modèle a permis d’étudier le rôle de Tet2 au cours de l’hématopoièse fœtale. Deux 
groupes145,146 ont utilisé ce modèle qui  comporte un allèle « gene trap »  avec une cassette 
LacZ située dans l’intron 2 juste en amont de l’exon 3.147 Ces souris ont une mortalité 
périnatale importante et la plupart des individus ne vivent pas plus d’une semaine. La cause 
exacte de cette surmortalité n’est pas connue. Les auteurs ont donc essentiellement étudié 
l’hématopoïèse au niveau du foie fœtal. Les anomalies retrouvées au niveau du foie fœtal 
sont identiques à celles observées dans la moelle des souris des autres modèles 
d’inactivation de Tet2, à savoir : diminution du niveau de 5hmC, expansion des 
compartiments des LSK, progéniteurs multipotents et myéloïdes, augmentation de 
l’autorenouvellement, anomalies de différenciation myéloïde.145,146 
 
1.4.5.4. Conséquences des mutations TET2 chez les patients 
 
Les mutations de TET2 observées chez les patients sont associées à une diminution 
de l’activité catalytique de TET2 et à un taux plus bas de 5hmC.139,140,148 En revanche, les 
conséquences des mutations de TET2 sur le profil de méthylation du génome restent à 
définir. Certains décrivent une signature épigénétique de type hyperméthylation avec une 
cinquantaine de régions différentiellement méthylées.54 Pour d’autres,  la perte de fonction 
de TET2 est associée une diminution globale de la méthylation.139 Il faut noter que les 
cohortes analysées ne sont pas comparables (398 patients avec leucémie aiguë myéloïde 
au diagnostic54 versus 88 patients avec des pathologies myéloïdes diverses (LMMC, LAM, 
SMP, SMD)139) et que les techniques d’analyse de la méthylation diffèrent entre les deux 
études. 
 
Les mutations IDH1 R132 ont été initialement rapportées chez des patients atteints de 
gliomes ; elles affectent plus de 70% des cas de tumeurs cérébrales de bas grade (telles que 
les astrocytomes) et de glioblastomes secondaires dérivant des tumeurs gliales de bas 
grade.149-152  Puis des mutations d’IDH1 mais aussi d’IDH2 ont été décrites chez les patients 
atteints d’hémopathies myéloïdes : leucémies aiguës myéloïdes (LAM) de novo et 
secondaires (15 à 30% des cas),153-156 syndromes myélodysplasiques (SMD) et syndromes 
myéloprolifératifs (SMP) (5% des phases chroniques et 20% des formes transformées).154-159 
Chez les patients atteints de LAM,  il a été rapporté que les mutations de TET2 et 
d’IDH1-2 sont mutuellement exclusives.44,45,47,54 Ceci a conduit plusieurs groupes à 




 Les enzymes IDH sont des enzymes dépendantes du NADP, qui catalysent la 
décarboxylation oxydative d’un isocitrate en !-ketoglutarate ou oxoglutarate,150,155 ce dernier 
étant un des cofacteurs des enzymes de la famille TET. Les mutations IDH1 et IDH2 sont 
des mutations dites «  gain de fonction ». En effet, les mutants IDH1 et IDH2 acquièrent une 
nouvelle fonction enzymatique : elles transforment l’!-kétoglutarate en 2-
hydroxyglutarate.153,156,160 L’hydroxyglutarate vient antagoniser l’oxoglutarate et inhibe la 
fonction enzymatique de TET2, conduisant à une réduction de l’hydroxyméthylation.54,161 Par 
ailleurs, les mutants TET2 et les mutants IDH se caractérisent par une signature commune 
d’hyperméthylation.54 
 
 L’expression ectopique de mutants IDH in vitro ou le knock down de Tet2 par ShRNA 
ont les mêmes effets sur la différenciation hématopoïétique, à savoir une augmentation du 
compartiment des progéniteurs / cellules souches et une inhibition de la différenciation 
myéloïde normale.54 
 
 Au total, les mutations IDH1-IDH2 et la perte de TET2 partagent un même mécanisme 
de transformation caractérisé par une diminution de l’hydroxyméthylation.  
1.5. DNMT3A 
  
 Durant le processus de différenciation des cellules ES, la survenue de modifications 
épigénétiques régule les programmes transcriptionnels responsables de l’identité 
cellulaire.162,163 Une des modifications épigénétiques les mieux caractérisées au cours du 
développement embryonnaire est la méthylation des cytosines qui contribue en partie à la 
perte de la pluripotence et à la spécification cellulaire.164 Elle joue également un rôle 
important dans de nombreux processus cellulaires, comme le « silencing » des 
rétrotransposons, l’empreinte parentale, l’inactivation du X, ou encore la régulation de 
l’expression génique.165  
 Chez les mammifères, la méthylation des cytosines qui survient principalement au 
niveau des îlots CpG, provient de l’activité des DNA méthyltransférases.166 Celles-ci sont au 
nombre de 3. DNMT1 agit comme une enzyme de maintenance, elle se localise au niveau 
de la fourche de réplication durant la phase S, où elle méthyle préférentiellement les CpG 
hémi- méthylés via son interaction avec Uhrf1.167-169 DNMT3A et DNMT3B sont impliquées 
dans la méthylation de novo durant le développement.170 Des mutations germinales du gène 
DNMT3B, situé en 20q11.2, sont observées dans le  syndrome ICF (immuno-déficience 
combinée (I), instabilité de l'hétérochromatine paracentromérique (C) et dysmorphie faciale 




1.5.1. Mutations du gène DNMT3A dans les hémopathies myéloïdes 
1.5.1.1. Description des mutations DNMT3A 
 
Des mutations du gène DNMT3A, situé en 2p23, sont retrouvées chez des patients 
atteints d’hémopathies myéloïdes avec des fréquences variables. Il s’agit de mutations 
hétérozygotes et acquises. Elles touchent environ 20% des patients atteints de leucémies 
aiguës myéloïdes (LAM)172,173 et se localisent dans 60% des cas au niveau d’un hotspot dans 
l’exon 23 (R882).172,173 Ce hospot se situe dans une région conservée de la protéine, plus 
précisément au niveau du domaine catalytique méthyltransférase. Les mutations DNMT3A 
sont plutôt associées au sous-type M4 ou M5 de la classification FAB,47,173,174 à un caryotype 
normal et aux mutations FLT3, IDH1, IDH2 et NPM1.47,173,175 Aucune étude ne rapporte 
d’association entre les mutations de TET2 et celles de DNMT3A. La présence de mutations 
DNMT3A est corrélée à un âge, un taux de leucocytes et un pourcentage de blastes dans la 
moelle osseuse plus élevés.47,173 Au niveau pronostique, les mutations DNMT3A sont 
associées à un moins bon taux de rémission et à une moins bonne OS et EFS.47,172,175-177 
Les mutations de DNMT3A sont également observées dans d’autres pathologies 
myéloïdes : LMMC (4%),178 SMD (2-8%),179-181 LAM secondaires post SMD ou post SMP 
(35%),182 LAM chimio-induites (16%),182  et SMP (10%).183 
 
1.5.1.2. Conséquences des mutations DNMT3A 
 
Les conséquences des mutations DNMT3A chez les patients ne sont pas encore 
claires : gain ou perte de fonction ? Le caractère hétérozygote et l’observation de mutations 
récurrentes sur un acide aminé sont plutôt en faveur d’un gain de fonction. Néanmoins, les 
études biochimiques in vitro184,185 indiquent que la mutation R882H mais également d’autres 
mutations décrites chez les patients entraînent un défaut d’oligomérisation de la protéine 
DNMT3A et une diminution de son activité catalytique. Compte tenu de leur caractère 
hétérozygote, on pourrait donc envisager qu’il s’agisse plutôt de mutations perte de fonction 
par effet dominant négatif. Cependant, aucune donnée sur les conséquences fonctionnelles 
in vivo de ces mutations n’est pour l’instant disponible. 
 
Quelques groupes ont étudié les profils de méthylation et d’expression des patients 
mutés pour DNMT3A. Ley et al172 ont rapporté que la plupart des régions analysées 
présentent le même profil de méthylation, que les patients soient mutés pour DNMT3A ou 
non. Seule une petite fraction de régions (182) présente un niveau de méthylation moins 
élevé chez les patients mutés mais sans corrélation démontrée avec le niveau d’expression 
des gènes localisés dans ces régions. Un autre groupe174 a identifié un total de 3878 régions 
différentiellement méthylées entre les patients mutés et les patients sauvages pour DNMT3A 
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mais les analyses transcriptomiques ne retrouvent des différences d’expression entre les 
deux groupes que sur 4% des gènes testés. Enfin, Shen et al47 ont mis en évidence une 
corrélation entre niveau de méthylation et d’expression pour environ 70 gènes. Chez les 
patients, les mutations de DNMT3A ne semblent donc pas associées à d’importants 
changements dans les  profils de méthylation ou d’expression génique.47,172,174  
 
1.5.2. Rôle de Dnmt3a dans l’hématopoïèse 
 
Les modèles murins d’invalidation germinale des gènes codant pour les DNA 
méthyltransférases indiquent que ces enzymes sont essentielles au développement 
embryonnaire et post natal. En effet, les souris KO Dnmt3a-/- meurent dans les 4 semaines 
suivant la naissance, tandis que les KO Dnmt1-/- et Dnmt3b-/- sont létaux au stade 
embryonnaire.170,186 
 
Des modèles conditionnels d’invalidation utilisant un système Cre-Lox ont permis 
d’étudier spécifiquement le rôle de ces enzymes au cours de la différenciation 
hématopoïétique. 
Dnmt1 est essentielle à la maintenance de la méthylation de l’ADN, à 
l’autorenouvellement et à la différenciation des CSH murines.187,188  La perte de Dnmt1 
entraîne un  biais de différenciation vers le lignage myéloïde en augmentant la mise en cycle 
des progéniteurs myéloïdes et en induisant l’expression inappropriée de gènes matures de 
lignage.188 Les CSH Dnmt1-/- perdent la capacité à se différencier en progéniteurs 
lymphoïdes.187 
En 2007, en utilisant un modèle conditionnel d’invalidation, le groupe de Tadokoro189 
a montré que Dnmt3a et Dnmt3b sont exprimés dans les cellules hématopoïétiques, de 
façon plus importante dans les lignages B et T que dans les neutrophiles/macrophages et les 
cellules érythroïdes. La perte de Dnmt3a ou Dnmt3b n’affecte pas l’autorenouvellement et le 
potentiel de différenciation des CSH en cellules myéloïdes, lymphoïdes B et T. En revanche, 
la perte combinée des 2 protéines (double KO) induit une diminution de l’autorenouvellement 
et des capacités de reconstitution à long terme des CSH, sans impact sur leur potentiel de 
différenciation. 
Une étude plus récente publiée en 2011 par Challen et al 190 a permis de préciser le 
rôle de Dnmt3a dans l’hématopoïèse. Dnmt3a semble très exprimé dans les CSH, en 
comparaison aux progéniteurs et aux cellules différenciées. Les CSH Dnmt3a-/- ne semblent 
pas différentes des CSH Dnmt3a+/+ au niveau de l’autorenouvellement et des capacités de 
différenciation. Cependant, en utilisant un modèle de greffes sériées, il apparaît au fur et à 
mesure des passages in vivo que les CSH Dnmt3a-/- ne se comportent pas de la même 
façon que les CSH Dnmt3a+/+. Le phénotype décrit ci-après est obtenu après un minimum 
 de 2 greffes. Il consiste en une 
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De plus, il a récemment été observé que la méthylation dnmt3a-dépendante n’entraine 
pas uniquement la répression de gènes mais peut être associée à une activation de 
certaines cibles et ceci complexifie la compréhension des mécanismes de pathogenèse. 
La méthylation a en effet longtemps été uniquement envisagée comme un mécanisme de 
répression des gènes. En particulier,  beaucoup de cancers montrent un profil aberrant de 
méthylation, à type d’ hypométhylation globale et d’hyperméthylation promoteur-spécifique. 
L’hypométhylation globale créerait une instabilité génétique tandis que l’hyperméthylation 
des promoteurs conduirait à la répression de certains gènes, en particulier des gènes 
suppresseurs de tumeur.192,193 Cependant, il a été récemment montré que certains gènes 
activement transcrits présenteraient de hauts niveaux de méthylation au niveau du corps du 
gène. La méthylation de l’ADN jouerait donc un rôle dans la répression mais aussi 
l’activation des gènes. 
 
Wu et al194 ont étudié le rôle de Dnmt3a au cours de la neurogenèse murine en utilisant 
des modèles murins inactivés pour Dnmt3a. Leurs résultats indiquent que Dnmt3a est 
exprimé dans les cellules souches neuronales et est indispensable à la différenciation des 
cellules souches neuronales en neurones. 
Dnmt3a est associée à deux types de cibles :  
• des gènes de multipotence importants pour les cellules souches neuronales, pauvres 
en îlots CpG et avec un faible niveau d’H3K4me3. Dnmt3a est dans ce cas observée 
principalement au niveau des régions promotrices et conduit à la répression de ces 
gènes. 
• des gènes clés pour la différenciation neuronale riches en îlots CpG et associés à la 
marque H3K4me3. Dnmt3a ne se localise pas au niveau des promoteurs mais plutôt 
dans les régions inter et/ou intragéniques proches des îlots CpG. Cette méthylation 
« hors promoteurs » est associée à  une diminution des niveaux de H3K27me3 et à 
une activation génique. La diminution de H3K27me3 s’explique par le fait que 
Dnmt3a antagonise l’action du complexe PRC2 en l’empêchant de se fixer à la 
chromatine. 
 
 Ces données indiquent que Dnmt3a n’est pas seulement impliquée dans la répression 
transcriptionnelle mais est aussi requise pour favoriser l’expression de facteurs clés pour la 
neurogenèse postnatale. Au total, Dnmt3a réprime l’autorenouvellement des cellules 
souches neuronales en méthylant les promoteurs de certains gènes mais favorise aussi 
l’expression de cibles importantes pour la différenciation neuronale en antagonisant le 




2. OBJECTIFS  
 
 Les mutations de TET2 sont observées dans diverses hémopathies myéloïdes. Dans 
les syndromes myéloprolifératifs (SMP), en particulier les polyglobulies primitives, elles 
peuvent coexister avec les mutations de JAK2.28  Nous avons donc étudié le statut de TET2 
et JAK2 dans une série de leucémies aiguës myéloïdes secondaires post SMP afin d’établir 
leurs rôles respectifs au cours de la transformation aiguë (cf article 1).  
 
De plus, certains patients atteints d’hémopathies myéloïdes et mutés pour TET2 
avaient développé de façon concomitante des pathologies lymphomateuses.34 Nous avons 
donc analysé le statut mutationnel de TET2 chez les patients avec hémopathie lymphoïde et 
tenté de mieux comprendre le rôle de TET2 au cours de la lymphomagenèse (cf article 2). 
 
Les lymphomes T, en particulier les lymphomes T angio-immunoblastiques (AITL) et 
les lymphomes T périphériques non spécifiés (PTCL, NOS) sont encore mal caractérisés sur 
le plan moléculaire. Pour cette raison, nous avons plus particulièrement étudié le statut 
mutationnel de TET2 dans ces deux entités de lymphomes T périphériques (cf articles 2 et 
3). 
 
Enfin, comme pour TET2, des mutations du gène DNMT3A ont été décrites dans 
diverses hémopathies myéloïdes. De plus, les DNA méthyltransférases agissent en amont 
des protéines TET en méthylant les cytosines. Au regard de la fonction de cette protéine et 
compte tenu de la présence de mutations du gène DNMT3A dans les hémopathies 
myéloïdes, nous nous sommes intéressés au statut de DNMT3A dans les hémopathies 





3. RESULTATS  
3.1. Article 1 : Analyses of TET2 mutations in post myeloproliferative 
neoplasm acute myeloid leukemias 
 
 Les syndromes myéloprolifératifs non BCR-ABL se caractérisent par une fréquence 
élevée de mutations JAK2V617F.  Elles sont en effet observées dans plus de 90% des cas 
de polyglobulie de Vaquez et chez 50 à 60% des patients atteints de thrombocytémie 
essentielle ou myélofibrose primitive.20 Néanmoins, chez certains patients, la mutation JAK2 
initialement détectée lors du diagnostic du SMP n’est plus retrouvée lors de la transformation 
en leucémie aiguë,24 suggérant qu’un autre évènement oncogénique a précédé la survenue 
de la mutation JAK2 dans le développement du SMP. Les mutations du gène TET2 qui sont 
également présentes chez une fraction de patients atteints de SMP, pourraient constituer un 
tel évènement. 
 
 Afin de mieux comprendre le rôle des mutations de TET2 et JAK2 au cours de 
l’acutisation des SMP, nous avons étudié leur statut mutationnel dans une série de 19 
échantillons des LAM secondaires post SMP. 
 
 Les mutations JAK2V617F et TET2 ont été respectivement détectées chez 52% 
(10/19) et 32% (6/19) des patients. Dans les blastes leucémiques, nous avons observé 
toutes les combinaisons possibles entre les mutations des gènes JAK2 et TET2 
(JAK2V617F-TET2 muté, JAK2 sauvage-TET2 muté, JAK2V617F-TET2 sauvage, JAK2 
sauvage-TET2 sauvage) cela indiquant qu'il n'y a pas un mode univoque de transformation.  
 
Parmi les cas mutés pour TET2, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à 
un patient (patient n°4 dans l’article)  atteint d’ une thrombocytémie essentielle (TE) 
JAK2V617F positive, pour lequel nous disposions de matériel en phases chronique et 
blastique. Lors de la transformation en LAM-M1 survenue deux ans après le diagnostic de 
TE, la mutation JAK2V617F n’était plus détectée alors que la mutation TET2 (Gln603X) était 
toujours présente.  Grâce à l’étude de tissu germinal, il avait été montré que la mutation 
TET2 était bien acquise (données non publiées). L’analyse caryotypique montrait comme 
seule anomalie structurelle une translocation t(10;16)(q22;q22). La localisation du point de 
cassure en 16q22 suggérait l'implication du gène CBF! dans la translocation, qui a été 
confirmée par hybridation in situ fluorescente (FISH).  Par RT-PCR, il a été montré que le 
partenaire de CBF! n’était pas le gène MYH1, CBF! étant en effet connu pour être fusionné 




Ces résultats nous ont permis de confirmer que chez ce patient, la mutation de TET2 
survient avant celle de JAK2 et que ces deux oncogènes coopèrent lors de la phase 
chronique. Lors de la transformation aiguë, le clone présent semble dériver d’une cellule 
JAK2 sauvage et TET2 coopère alors avec d’autres évènements génétiques, tels que la 
nouvelle fusion CBF! (Figure 13). 
 
 
Figure 13 : Représentation schématique de l’évolution du SMP du patient 4. 
 
 
 Chez certains patients, les anomalies de TET2 peuvent donc précéder  les mutations 
de JAK2 dans l'histoire naturelle de la maladie.31,48 A l’inverse, d’autres études ont mis en 
évidence que les mutations de TET2 pouvaient être acquises au moment de l’acutisation du 
SMP et donc apparaissaient après les mutations de JAK2.36,195-197 En résumé il apparaît que 
les mutations de TET2 prédisposent à ou accélèrent l’évolution des SMP JAK2 mutés. 
 
Analyses of TET2mutations in post-myeloproliferative neoplasm acute myeloid leukemias
Leukemia (2010) 24, 201–203; doi:10.1038/leu.2009.169;
published online 27 August 2009
Classic myeloproliferative neoplasms (MPN) include essential
thrombocythemia, polycythemia vera and primitive myelo-
fibrosis.1 These diseases are characterized by an over produc-
tion of myeloid cells and may transform into acute myeloblastic
leukemia (AML). An acquired point mutation that leads to the
expression of a constitutively active form of the Janus kinase 2
(JAK2) tyrosine kinase, JAK2V617F, is observed in almost
all polycythemia vera cases, and in 50–60% of essential
thrombocythemia and primitive myelofibrosis. In experimental
models, JAK2V617F recapitulates most of the features of MPN,
establishing its essential role in the clinical phenotype of the
diseases. It is, however, unclear how a single mutation gives rise
to three related but distinct disorders. Moreover, when AML
develops in a patient with a JAK2V617F-positive myeloproli-
ferative neoplasm, the fully transformed clone is often
JAK2V617F negative.2 These and other observations suggested
that, in some patients, another unknown mutation has preceded
the JAK2V617F mutation in the development of MPN.3 Recent
publications have reported acquired mutations of the TET2 gene in
various hematopoietic malignancies.4 The most frequent type of










Karyotypea TET2a JAK2a Outcomeb
1 M PMF 66c un None 47,XY,del(1)(p32p36),+8[1]/47,sl,del(5)(q31q33–34)
[1]/47,sdl1,del(17)(p11)[3]/47,sl2,i(5)(p10)[cp4]/46,XY[1]bm
mut wt D(3m)
2 F PV 47 16y HU, PB 47B48,XX,9[5],add(19)(p13)[3],del(20)(q11q13)[5],
+2B3mar[cp5]bm
mut mut A(1m)
3 F PV 58 11y HU, PB 45,XX,add(4)(q?),add(5)(q?14),7,add(9)(p13)[6]/
46,XX,del(5)(q13q33),add(22)(p10)[2]/46,XX[5]pb
mute mutd un
4 F ET 53 2y None 46,XX,t(10;16)(q22;q23)[29]bm mute wtd D(1m)
5 F ET 63 16y HU 45,XX,t(2;13)(q35B37,q11B13),5,7,add(17)(p11),
+r[2]/46,XX[38]bm
mut mut D(1y)
6 F ET 53 13y HU 46,XX,add(19)(q13),add(21)(q22)[12]/46,idem,
add(3)(q2?2)[4]/46,XX[8]bm
mut mut D(5m)
7 M ET 56 7y HU 46,XY,r(7)[10] bm wt wt D(4m)
8 F PMF 59c un None 46,XX,t(6;14)(q22;q23),del(20)(q1?2)[cp20]pb wt mut A(3y)
9 M PV 38 19y HU 48,XY,+del(1)(p31p36),+8[5]/46,XY[15] bm wt mut D(1m)
10 M PMF 55 7y HU, SM 47,XY,+8[18]/46,XY[2]bm wt mut D(2m)







12 F PV 38 11y PB 46,XX,dup(1)(q21q42),t(6;16)(p21;q22–23),dic(1;9)
(p11;q34)[2]/46,idem,add(18)(q21)[18]bm
wt mut D(22m)
13 F PMF 50 17y HU 46,XX,t(12;17)(q24;q11)[19]/46,XX[1]pb wt wt un
14 M PV 32 14y HU, PB 45–46,XY,del(5)(q13q35),del(7)(q22q33),13,add(17)(p11),
20,+2mar[cp11]bm
wt mut D(9m)
15 M PV 53 14y PB 44–47,XY,add(1)(q21),2,der(5)t(5;12)(q13;q11),7,12,
add(8)(q24),+3mar[cp22]bm
wt wt A(1m)




17 F PV 49 7y PB 46,XX,add(5)(q31),add(6)(q24),del(7)(p11),add(8)
(p12,add(17)(p13),del(20)(q12)[10]/46,XX[10]bm
wt wt D(7d)
18 F PV 37 14y HU, PB 46,XX,del(5)(q13q34),der(1;18)(q10;q10)[12]bm wt mut un
19 M PMF 56 5y HU 46,XY,t(3;3)(q26;q21),del(13)(q14q22)[7]bm wt wt D(2m)
Abbreviations: A, alive; AML, acute myeloblastic leukemia; bm, bone marrow; d, days; D, dead; ET, essential thrombocythemia; HU, hydroxyurea;
m, months; MPN, myeloproliferative neoplasms; mut, mutated; pb, peripheral blood; PB, pipobroman; PMF, primitive myelofibrosis; PV,
polycythemia vera; SM, splenectomy; un, unknown; wt, wild type; y, years.
aKaryotype, TET2 and JAK2 analyses were performed at AML phase.
bTime after the diagnosis of AML.
cThese patients were seen for the first time at the AML phase. The assumption of previous PMF is based on signs of myelofibrosis at the
time of AML.
dJAK2V617F was shown to be present at chronic phase.
eThe TET2 mutation was present at chronic phase.
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variation affecting TET2 interrupts the open reading frame of the
gene. In MPN, TET2mutations were observed in both JAK2V617F-
positive and -negative patients and in both JAK2V617F-positive
and -negative clones in individual patients.5
To investigate whether TET2 mutations could represent a
preJAK2V617F event predisposing to the development of AML,
we recruited a series of secondary AMLs (sAMLs) derived from
MPN patients on behalf of the Groupe Francophone de
Cytoge´ne´tique He´matologique. All patients gave informed
consent according to the Helsinki declaration. DNA was
available for 19 samples, and it was analyzed for the presence
of TET2 and JAK2V617F mutations as described.5 JAK2V617F
mutations were observed in the majority of sAMLs (10 of 19;
Table 1). An investigation of the coding sequence of the TET2
gene identified seven variations in six samples. These were
frame shift (n¼ 3), nonsense (n¼ 2) and missense (n¼ 2)
variations. The results are summarized Table 1 and Figure 1a.
It is not known whether the Arg1366His variation is acquired,
but it affects a conserved amino acid in an evolutionarily
conserved region of the protein (data not shown), and
is therefore expected to have functional consequences.5,6
An Ile1873Thr change has already been reported as acquired.
It is noteworthy that all possible combinations between
the wild-type and mutated form of the JAK2 and TET2 genes
were observed in sAML samples. These results show that sAML
may arise from MPNs in the presence or absence of TET2
mutations.
We were particularly interested in patient 4, for whom
chronic phase cDNA was available. Molecular analyses of this
patient have already been reported as patient BO-04.7 She
suffered from essential thrombocythemia and the JAK2V617F
mutation was present only in a fraction of neutrophils. At the
transformation phase, the blasts were devoid of the JAK2V617F
mutation,7 but a C-T variation was observed resulting in the
creation of a stop codon (p.Gln803X, Figures 1a and b). The
identified TET2 mutation was searched in the cDNA obtained
from chronic phase peripheral blood cells. As shown in
Figure 1b, the TET2 mutation was already present in the chronic
phase sample, and the ratio between wild-type and mutated
nucleotide was roughly similar between the two phases. These
data indicated that, although JAK2V617F had been observed in
a minority of myeloid cells, TET2 mutations were present in
the majority of blood cells. Unfortunately, no material from
neutrophils at the chronic phase was available, precluding any
experimental confirmation that TET2 and JAK2 mutations
had been present in the same cells. Nevertheless, our data
strongly suggest that in patient 4, TET2-mutated AML derived
from TET2-mutated JAK2 wild-type cells was present during the
chronic phase.
The karyotype was not determined during the chronic phase,
but an isolated t(10;16)(q22;q22) was observed at the blastic
phase. The location of the break point on chromosome 16
suggested the involvement of the CBFB gene in the transloca-
tion. CBFB is located on human chromosome 16, band q22, and
is fused to MYH11 in inv(16)(p13q22) or t(16;16)(p13;q22)
observed in AML.8 Fluorescence in situ hybridization on
metaphase chromosomes from blasts of patient 4 demonstrated
the direct involvement of CBFB in t(10;16) (Figure 1c), whereas
reverse transcription PCR analyses aimed at detecting that the
CBFB–MYH11 fusion was negative (data not shown). These results
suggest that a novel CBFB fusion might have cooperated with the
TET2 mutation to drive the development of AML in patient 4.
Taken together, our data indicate that TET2 mutations are





















Figure 1 Molecular and cytogenetic analyses of patients. (a) Consequences of TET2 variations in secondary AML (sAML) patients. (b) Traces of
TET2 sequences obtained from the cDNA of patient 4 at chronic and blastic phases. The same variation is observed at both phases and is indicated
by an arrow. Wild-type sequences are shown for comparison purposes. (c) Fluorescence in situ hybridization (FISH) analyses of the
t(10;16)(q22;q22) translocation observed in blast metaphasic chromosome using the Vysis CBFB break apart probe (Abbott, Rungis, France). The
red (centromeric) signal remains on the derivative chromosome 16 and the green (telomeric) signal is translocated to the derivative chromosome
10. The probes closely bracket the CBFB gene.
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develops from MPN, but cooperate with other mutations to
induce AML independently of JAK2V617F. A detailed analysis
of a larger series is required to determine whether the example
of patient 4 is paradigmatic.
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Characterizing chromosomal break points of t(12;21)[ETV6–RUNX1]-positive leukaemia
using multiple tiling PCR on whole-genome-amplified DNA
Leukemia (2010) 24, 203–205; doi:10.1038/leu.2009.170;
published online 27 August 2009
Childhood acute lymphoblastic leukaemia is frequently initiated
prenatally with a subsequent latent period of several years.1 The
most common subtype (20% of all cases) harbours the
t(12;21)(p13;q22)[ETV6–RUNX1] translocation.2 Clone-specific
ETV6–RUNX1 fusion primers have allowed the mapping of parts
of the natural history of this acute lymphoblastic leukaemia
subset, including back tracking to the neonatal period.3,4
Although other markers have been used, the ETV6–RUNX1
translocation remains paramount in studies of the natural history
of common childhood acute lymphoblastic leukaemia because
of its relatively high incidence and its leukaemia specificity as
opposed to, for example, antigen receptor markers.5 The clone-
specific ETV6–RUNX1 break points have mainly been identified
by multiplex PCR or by long-distance inverse PCR techni-
ques.3,4,6,7 However, because of the insufficient quantity and
quality of diagnostic DNA and the spread of potential break
points over almost 200kb, these approaches may frequently fail,
and thus hamper the exploration of ETV6–RUNX1-positive cases.
Whole-genome amplification (WGA) methods have been
developed to overcome the quantity of DNA as a limiting factor
in molecular genetics. Accordingly, we explored the usefulness
of WGA in combination with a multiple tiling PCR setup
on three potential DNA sources for the identification of
ETV6–RUNX1 chromosomal break points.
Six ETV6–RUNX1-positive cases, for which we had been
unable to map the chromosomal break points of the transloca-
tion by conventional multiplex PCR or long-distance inverse
PCR were selected for this study. The archival sources of DNA
were the following: (A) Genomic DNA from mononuclear cells
isolated by Ficoll density centrifugation from peripheral blood
or bone marrow, purified using a standard SDS/proteinase
K/phenol extraction method at the time of diagnosis. (B) Glass
slides with alcohol-fixated, May–Gru¨nwald–Giemsa-stained
diagnostic bone marrow aspirate smears. The cells were scraped
off the slides, and DNA was extracted using NucleoSpin Tissue
Protocol (Macherey-Nagel, Du¨ren, Germany), yielding on an
average 100 ng DNA per slide. (C) Finally, DNA from formalin-
fixed, paraffin-embedded (FFPE) material was extracted essen-
tially as described earlier8 from three 50mm section cuts. The
DNA yield was between 2 and 10 ng.
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Loss-of-function mutations affecting one or both copies of the Ten-Eleven-translocation (TET)2 gene have
been described in various humanmyeloidmalignancies.We report that inactivation of Tet2 inmouse perturbs
both early and late steps of hematopoiesis including myeloid and lymphoid differentiation in a cell-autono-
mous manner, endows the cells with competitive advantage, and eventually leads to the development of
malignancies. We subsequently observed TET2 mutations in human lymphoid disorders. TET2 mutations
could be detected in immature progenitors endowed with myeloid colony-forming potential. Our results
show that the mutations present in lymphoid tumor cells may occur at both early and later steps of lymphoid
development and indicate that impairment of TET2 function or/and expression predisposes to the develop-
ment of hematological malignancies.
Significance
TET2 mutations were associated with all subtypes of human myeloid malignancies. We show that Tet2 deficiency in mouse
results in a cell-autonomous competitive advantage of hematopoietic progenitors, widespread hematological defects, and
myeloid transformation. We also demonstrate that TET2 mutations can be identified in human B and T cell lymphomas.
These mutations can affect the hematopoietic stem cell compartment and may appear as an early event in the multistep
process that leads to lymphoid or myeloid or both malignancies. These observations indicate that therapeutic strategies
may have to target the hematopoietic stem cells to eradicate these diseases.
Cancer Cell 20, 25–38, July 12, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 25
INTRODUCTION
Most human adult cancers develop through a multistep acqui-
sition of a wide range of somatic mutations. It has been
proposed that the tumor cells that initiate or maintain the malig-
nant clone need to be able to self-renew. In human acute
leukemia, this crucial property can be acquired by committed
progenitors with limited self-renewal capacities through
a genetic event or maintained through the targeting of hemato-
poietic stem cells (HSCs) (Cozzio et al., 2003; Goardon et al.,
2011; Huntly et al., 2004). Leukemia-initiating cells are able to
reconstitute the leukemia upon xenotransplantation in immuno-
deficient mice (Dick, 2008). Such cells have been experimen-
tally shown to represent 1/102–1/106 of the original blastic
population in human acute myeloblastic and lymphoblastic
leukemia. This notion, however, does not indicate the origin
of the cell, namely, the cell in which the initial tumorigenic event
occurred. Despite important progress in the identification of
oncogenes involved in the development of human mature
lymphoid malignancies, little is known regarding the initiating
events in these diseases. More specifically, the natural history
of mature T-lymphoid neoplasms is poorly understood (Jaffe,
2009; Jones, 2010).
The TET family proteins (Tet1, Tet2, Tet3) have been shown
to catalyze the conversion of 5-methyl-cytosine (mC) to 5-hy-
droxymethyl-cytosine (hmC), a recently identified epigenetic
mark (Ito et al., 2010; Koh et al., 2011; Kriaucionis and Heintz,
2009; Tahiliani et al., 2009). We and others have recently
identified mutations in the TET2 gene that frequently repre-
sent an early event during the development of a wide variety
of human myeloid malignancies, including myeloproliferative
neoplasms (MPNs), polycythemia vera (PV), essential throm-
bocythemia (ET), myelofibrosis (MF), myelodysplastic syn-
drome (MDS), chronic myelomonocytic leukemia (CMML),
and acute myeloid leukemia (AML) (Abdel-Wahab et al.,
2009; Delhommeau et al., 2009; Jankowska et al., 2009; Kohl-
mann et al., 2010; Kosmider et al., 2009a, 2009b; Langemeijer
et al., 2009; Nibourel et al., 2010; Tefferi et al., 2009a, 2009b,
2009d). A correlation between low hmC and TET2 mutation
status was reported in patients with MDS (Ko et al., 2010b),
suggesting that an altered 5-hydroxy-methylation status in
promoter or imprinted region leads to deregulation of impor-
tant hematopoietic regulators and participates to the malig-
nant process.
In half of the patients, only one copy of TET2 is mutated,
arguing for a role of haploinsufficiency in transformation (Del-
hommeau et al., 2009; Langemeijer et al., 2009). The variety of
myeloid disorders carrying a TET2 mutation suggests that it
may represent an early step in the transformation process, tar-
geting the hematopoietic stem/progenitor cell compartment.
TET2 mutation may, however, also occur at late steps during
the transformation of MPN to secondary acute leukemia
(Abdel-Wahab et al., 2010; Beer et al., 2010; Couronne´ et al.,
2010; Saint-Martin et al., 2009; Schaub et al., 2010).
To investigate the role of TET2 during hematopoiesis, we
engineered two mouse models in which the 5-hydroxy-methyla-
tion function of Tet2 is impaired. In addition, we investigated
the status of TET2 coding sequences in various human mature
lymphoid malignancies.
RESULTS
Murine Models of Tet2 Inactivation
We generated two Tet2-deficient mouse lines (Figure 1A). One
was derived from a gene-trap ES clone (SIGTR ES cell line
AN0709) in which a b-galactosidase-neomycin cassette was
inserted in Tet2 intron 9 (Tet2LacZ allele), thus leading to the
expression of a Tet2-bGal fusion transcript (Figure 1A). We
also generated a conditional knockout allele of Tet2 in which
the coding sequences of the last exon of Tet2 are surrounded
by loxP sites (Tet2Lox). After Cre recombination, this allele
results in the loss of the last 490 carboxy-terminal (Ct) amino
acids of Tet2. In both models, TET2 is predicted to lose the
conserved Ct homology region of the double-stranded b-helix-
2OG-Fe(II)-dependent dioxygenase domain. The two alleles
were backcrossed for at least six generations into the C57BL/6
background, and then intercrossed to obtain homozygous
animals.
Mice bearing the conditional Tet2 allele and the interferon
inducible Cre transgene (Mx1-Cre) were intercrossed to obtain
a cohort of Mx1-Cre+Tet2Lox/Lox (hereafter named Tet2/) and
control Mx1-Cre-Tet2Lox/Lox (hereafter named Tet2+/+) animals
that were injected with poly(dI-dC) to induce Cre expression
and acute inactivation of Tet2 in adult animals. Full excision
was observed in bonemarrow and thymus (Figure 1B) and corre-
lated with loss of normal Tet2 mRNA expression in purified
hematopoietic stem (Lineage-Sca-1+c-Kit+: LSK cells) and pro-
genitor populations (Figure 1C).
Tet2
LacZ/LacZ animals were obtained at aMendelian ratio, were
fertile and appeared normal (data not shown). Tet2LacZ/LacZ
progenitors showed a 20%–50% residual expression of a normal
Tet2mRNA compared to wild-type progenitors, suggesting that
the Tet2LacZ allele is an hypomorph allele (Figure 1D; see Fig-
ure S1 available online). Importantly, Tet1 and Tet3 expression
levels remained unchanged in progenitors from both models
(Figures 1C and 1D). Quantification of mC and 5hmC in Tet2/
lineage- cells revealed amarked reduction of 5hmC compared to
Tet2
+/+ (Figures 1E and 1F). Using a similar approach, no signif-
icant change in 5hmC level was detected in Tet2LacZ/LacZ lineage-
cells (data not shown). Together these data confirmed the inac-
tivation of Tet2 in these models and indicate that loss of Tet2
during adult hematopoiesis is not compensated by increased
transcription of Tet1 and Tet3.
Tet2 Controls Hematopoietic Stem and Progenitor Cells
Homeostasis
Analysis of the hematopoietic compartments in these animals
showed an amplification of the LSK compartment in 4- to 6-
month-old animals in both Tet2 inactivation models (Figures 2A
and 2B; Figures S2A–S2D). Heterozygous animals also pre-
sented increased LSK in both models (Figures S3A and S3F).
Within this compartment, CD34+Flt3- short-term stem cells and
to a lesser extent CD34-Flt3- long-term stem cells were ampli-
fied. Notably, absolute numbers of CD150+CD48- LSK cells
were slightly increased (Figure 2A; Figure S2D). The absolute
number of common myeloid progenitors (CMP) and megakaryo-
cyte-erythrocyte progenitors (MEP) was increased, whereas
the granulocyte-macrophage progenitor (GMP) population
remained stable in Tet2/ animals compared with controls
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Figure 1. Description of the Two Tet2 Inactivation Mouse Models
(A) Partial structure of the Tet2 gene. For the Tet2LacZ ‘‘LacZ’’ allele, the location of the gene-trap cassette containing a splice acceptor and a b-galactosidase-
neomycin fusion gene is indicated (empty triangle). For the Tet2Lox ‘‘floxed’’ allele, loxP sites (black triangles) have been introduced in intron 10 and in the
30 untranslated region of exon 11.
(B) PCR analyses of Mx1-Cre-mediated exon 11 deletion in peripheral blood leukocytes (PBL), bone marrow (BM), spleen (Spl) and thymus (Th) cells from
Mx1-Cre-Tet2Lox/Lox (hereafter named Tet2+/+) and Mx1-Cre+Tet2Lox/Lox (hereafter named Tet2/) animals 2 months after poly(dI:dC) injections (floxed allele:
305 bp; deleted allele: 237 bp).
(C) Quantitative RT-PCR analysis of expression of the murine Tet1, Tet2 and Tet3 genes in flow-sorted hematopoietic progenitors from Tet2+/+ and Tet2/
animals (n = 3 per genotype). Results are normalized with respect to Abl1 expression and represented relatively to expression in control mice samples. Tet2
RT-PCR assay spans the exon 10–11 boundary. LSK: Lin-Sca-1+c-Kit+; CMP: common myeloid progenitor; MEP: megakaryocyte-erythrocyte progenitor; GMP:
granulocyte-macrophage progenitor.
(D) Quantitative RT-PCR analysis in Tet2LacZ/LacZ versus wild-type controls as in C (n = 3 per genotype).
(E) Drop in 5-hydroxymethyl-cytosine (5hmC) in immature populations of Tet2-inactivatedmice. Immunoblot analyses of increased quantity of genomic DNA from
BM lineage (lin)-negative cells of Tet2+/+ and Tet2/ mice 4 months after poly(dI:dC) induction using anti 5-methylcytosine- (5mC) antibody (left panel) and
5-hydroxymethyl-cytosine- (5hmC) antibody (right panel).
(F) Quantification of the signal shown in (E).
See also Figure S1.
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Figure 2. Tet2 Regulates Hematopoietic Stem and Progenitor Compartments Homeostasis
(A) Flow cytometrical analysis of hematopoietic stem and progenitor cells in the bonemarrow of Tet2+/+ and Tet2/ animals. Analysis was performed 4–6months
postinduction. Percentages within lineage- bone marrow cells (left panel), myeloid progenitor cells (MProg: lin-Sca-1-c-Kit+ cells; middle left panel), or within LSK
cells (lin-Sca-1+c-Kit+ cells; middle right and right panel) are indicated.
(B) Representation of the results exemplified in A as a percentage of lineage-negative hematopoietic progenitors. Data are presented as mean ± SEM Tet2+/+
(n = 6; white histogram) and Tet2/ (n = 6; black histogram) mice.
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(Figures S2E and S2K). Bone marrow cells from Tet2/ animals
presented a functional increase in methylcellulose colony form-
ing progenitors (Figure 2C; Figures S2F and S2G). Of note, the
average number of cells per colony was higher in Tet2-deficient
cell cultures compared with controls (Figures S2F and S2M).
Culture of purified LSK cells from some Tet2/ animals
12 months after induction also produced an increased number
of cells presenting a decreased differentiation toward
CD11b+Gr1+ myeloid cells and a higher maintenance of the
immature c-Kit+Sca1+ phenotype compared with controls
(Figures S2H and S2I). The amplitude of this phenotype was vari-
able among animals. Similar results were obtained from gene-
trap animals (Figures S2J–S2N).
To demonstrate the cell-autonomous nature of this pro-
perty, we transplanted total bone marrow or purified LSK cells
from both Tet2-deficient models (CD45.2+CD45.1-) in com-
petition with wild-type cells (CD45.2+CD45.1+) into wild-type
CD45.2-CD45.1+ recipients. Homozygous Tet2-deficient cells
from both models efficiently reconstitute all hematopoietic line-
ages for over 16 weeks, indicating that amplified LSK cells are
functional (Figures 2D–2H; Figures S2O–S2S). In both myeloid
and lymphoid lineages, the contribution of Tet2-deficient cells
progressively increased over that of wild-type cells. An amplifi-
cation of the LSK compartment was observed in some recipient
animals (Figure S2R).
Together, these data showed that Tet2 inactivation resulted in
a phenotypic and functional amplification and a competitive
advantage of hematopoietic stem and progenitor cells indicating
cell-autonomous control of their homeostasis by Tet2.
Tet2 Inactivation Induces Alteration of Several Mature
Hematopoietic Lineages
To further characterize the consequences of Tet2 inactivation on
mature hematopoietic lineages, we followed a cohort of Tet2/,
Tet2
LacZ/LacZ animals and their respective controls for disease
development. Four-month-old Tet2/ and Tet2LacZ/LacZ animals
present amodest increase in white blood cell counts, a decrease
in erythroid and platelets counts, and a significant hepatospleno-
megaly compared with controls (Figures 3A and 3B; Figures S3H
and S3I). Histopathological analysis showed an alteration of the
normal splenic architecture with significant expansion of the red
pulp and infiltration of the lymphoid follicles with admixed
maturing myeloid, immature erythroid, and maturing megakar-
yocytic elements (Figure S3L; Figure 3C). Analysis of the liver
showed that Tet2/ animals presented a diffuse infiltration of
the sinusoids with an admixture of lymphoid and trilineage
myeloid elements with some focused perivascular infiltrations
(Figure S3L).
Flow cytometrical analysis confirmed an amplification of
myeloid cells in both models with a marked increase in a myelo-
monocytic CD11b+Gr1- population in the peripheral blood and
spleen (Figure 3D). Alteration of the erythroid lineage was
observed in the bone marrow with a significant increase in
CD71+Ter119- proerythroblasts and a decrease in the number
of CD71lowTer119+ late erythroblasts (Figure 3E). Splenic eryth-
ropoiesis was also visible with an increase in the number of
CD71+Ter119+ erythroid cells (Figure 3E). Tet2-deficient spleno-
cytes could form multilineages colonies in methylcellulose
colony-forming assays confirming extramedullar hematopoiesis
(Figure 2C and data not shown). Similar abnormalities were
observed in the gene-trap model (Figures S2M, S2N, S3J,
and S3K).
Lymphoid lineages were also affected with a global increase in
the number of immature double-negative (DN) CD4-CD8- T cell
progenitors in the thymus, more particularly, CD44+CD25- DN1
cells (Figure 3F; Figures S3Q–S3V). The B cell lineage was also
altered with a decreased number of bone marrow B220+IgM-
pre- and pro-B cells and B220+IgMlowmature B cells (Figure 3G)
associated with an increase in the number of splenic B cells (Fig-
ure 3H; Figures S3M–S3P). Of note, heterozygous Tet2LacZ/wt
animals present similar abnormalities of the myeloid, erythroid
and B cell lineages (Figure S3B). Also, both lymphoid and
myeloid lineage alterations were observed in recipients of
Tet2-deficient cells (Figure S2O), indicating that differentiation
abnormalities are cell autonomous.
With age, some Tet2LacZ/wt and Tet2LacZ/LacZ animals devel-
oped a lethal phenotype associated with important weight
loss, high white blood cell counts, anemia, thrombocytopenia,
and massive hepatosplenomegaly (Figures 4A and 4B; data
not shown). Histopathological analysis of moribund animals
showed complete effacement of the spleen architecture and
massive perivascular as well as interstitial infiltration of the liver
with myeloid elements (Figure 4C). A moderate fibrosis, as-
sessed by increased reticulin fiber staining on tissue sections,
was observed in the spleen and liver but not the bone marrow
(Figure 4D). Flow cytometrical analysis confirmed the myeloid
and erythroid lineage hyperplasia with abnormal myelomono-
cytic differentiation revealed by a striking amplification of the
CD11b+Gr1- population visible in younger Tet2-deficient animals
(Figure 4E). Importantly, the disease was transplantable to
(C) Clonogenic activity of bone marrow (BM), spleen (Spl) and peripheral blood (PB) cells from Tet2+/+ (n = 6; white circles) and Tet2/ (n = 6; black circles) mice
4–8months postinduction in methylcelluloseM3434medium. Colonies were scored after 7 days and results are represented asmean colony number ± SEM. See
also Figure S2.
(D) Competitive bone marrow transplantation (BMT) assay. CD45.2+ donor BM cells isolated from Tet2+/+, Tet2LacZ/LacZ and Tet2/mice were transplanted into
lethally irradiated CD45.1+ recipients, in equivalent number to wild-type competitor CD45.1+CD45.2+ BM cells. The percentage of donor chimerism (CD45.2+
cells) in the blood is given at the indicated time points post-BMT (n = 2 mice per genotype). See also Figure S2.
(E) Percentage of CD45.2+ donor chimerism in blood cells 20weeks post-BMT; myelomonocytic cells (My; CD11b+Gr-1+), B cells (CD19+B220+) and T cells (CD4+
or CD8+). Values shown are mean ± SEM (n = 2 mice per genotype).
(F) Representative flow cytometrical profiles of donor chimerism in blood subpopulations shown in (E) (host cells were electronically excluded with CD45.1).
(G) LSK cells transplantation. CD45.2+ sorted-LSK cells isolated from Tet2-deficient or wild-typemice were transplanted into lethally irradiated CD45.1+ congenic
recipients. The percentage of donor chimerism in the blood is given at the indicated time points post-BMT. Values shown are mean ± SEM (n = 2 mice per
genotype). See also Figure S2.
(H) Representative flow cytometrical analysis of donor chimerism in bone marrow subpopulations 16 weeks post-BMT (CD11b+Gr-1+ myelomonocytic cells;
CD71+ erythroid cells; CD19+B220+ B cells).
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Figure 3. Tet2 Inactivation Results in Aberrant Myeloid and Lymphoid Maturation
(A) White blood cell (WBC), red blood cell (RBC), hematocrit (Ht), hemoglobin (Hb), and platelet (Plt) counts in peripheral blood samples obtained from Tet2+/+,
Tet2
+/, and Tet2/ mice, performed 4–6 months postinduction. See also Figure S3 and Table S1.
(B) Spleen and liver weights of mutant and littermate control mice.
(C) VonWillebrandstainingon spleen sections fromTet2+/+andTet2/animals highlightsmegakaryocytic hyperplasia inTet2/animals 4monthspostinduction.
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secondary recipients, which succumbed with a shorter latency
and a similar phenotype (Figure S4). To date, Tet2/ animals
did not develop lethal disorders with a follow-up of over
15 months.
Together, these results show that Tet2 inactivation in mice
results in pleiotropic alterations of the immature and mature
hematopoietic compartments including both lymphoid and
myeloid lineages (summarized in Table S1). With time, Tet2 inac-
tivation leads to bona fide myeloid malignancies with differentia-
tion abnormalities reminiscent of human CMML.
TET2 Is Mutated in Human Lymphoid Malignancies
Based on these results indicating that TET2 controls both self-
renewal and/or proliferation of early progenitors and also late
steps of both myeloid and lymphoid hematopoietic differentia-
tion, we investigated whether human lymphoid malignancies
could also present TET2 mutations. Supporting this hypothesis,
two of six patients presenting myeloid malignancies and initially
investigated for TET2 alterations, concomitantly suffered from
lymphomas (Delhommeau et al., 2009; Viguie´ et al., 2005).
Therefore, we resequenced the entire coding sequence of
TET2 in a series of human lymphoid malignancies. No nucleotide
changes inducing truncation or aminoacid changes in the cata-
lytic domain of TET2 were observed in chronic lymphocytic
leukemias (CLLs) (n = 75), plasma cell neoplasms (PCNs)
(n = 22), and leukemic or disseminated T cell neoplasms
(n = 45) [including T cell prolymphocytic leukemia (TPLL), T cell
large granular lymphocytic leukemias (TGLLs), and adult T cell
lymphoma/leukemia HTLV1+ (ATLL HLTV1)]. In a series of 301
B cell lymphoma and 177 T cell lymphoma samples, TET2muta-
tions were observed in 2.0% of B cell and 11.9% of T cell
lymphomas and in up to a third of the angioimmunoblastic
T cell lymphoma (AITL) samples (Table 1). The mutations were
mainly insertion/deletions, generating frameshifts and nonsense
mutations, as seen for myeloid malignancies (Table S2). Of note,
five of these patients had a known history of successive hemato-
logical malignancies (Table S3).
We also analyzed T-lymphoma samples by DNAmicro-arrays,
including nine TET2 wild-type and ten TET2 mutated samples.
The analysis revealed that one of the mutated samples also ex-
hibited a small genomic deletion of chromosome 4q including
the TET2 locus (Figure S5A). Therefore, as for myeloid malignan-
cies, TET2 genomic abnormalities are less frequent than TET2
mutations but may occur in conjunction.
Matched nontumoral DNA samples were available for 13
patients with TET2 mutations (Figure 5A, Table S2, Figures
S5B and S5C). The TET2 sequences were wild-type in two
patients (patients 5 and 6). The mutated TET2 sequence
detected in the lymphoma cells was clearly observed in the non-
tumoral DNA samples of five patients (patients 3, 4, 13, 15,
and 26). In two of them (patients 3 and 15), this might be due
to the presence of tumor cells, as judged by PCR analyses for
TCR or IgH clonality or the presence of IGH-BCL2 fusion tran-
script (data not shown). Trace of the mutated TET2 sequence
was suspected in six matched samples (patients 2, 10, 16, 17,
20, and 21) of which three (patients 2, 10, and 16) were devoid
of tumor cells. Mutations observed in patients 17, 20, and 25
have been described as acquired in myeloid malignancies.
Together the mutated TET2 sequences were observed in the
matched sample despite the absence of detectable circulating
tumor cells in five samples (patients 2, 4, 10, 13, and 16). In two
of these samples (patients 4 and 13), the estimated burden of
mutated sequences was comparable to the wild-type sequence.
Two hypotheses could account for these observations: either
the mutation was germline transmitted, or the mutation was
acquired and had endowed the clone with a growth advantage
over wild-type progenitors, leading to a skewed hematopoiesis.
TET2 Mutations Are Detected in CD34+ Cells
with Myeloid Potential
To test the hypothesis that TET2 mutations may arise in early
hematopoietic progenitors in patients presenting lymphomas,
we analyzed three patients for which viable cells were available.
Patient 8 was diagnosed with an AITL and carried a Q1445X
mutation. Bloodmononuclear cells were grown in a colony assay
supporting myeloid differentiation. Of the 11 colonies that grew
out, 5 showed only a wild-type TET2 allele and 6 showed both
Q1445X and wild-type alleles (Figure 5B). These results demon-
strate the acquired nature of the TET2 mutation in this patient
and also indicate its presence in progenitor cells with myeloid
colony-forming potential.
Patient 2 was initially diagnosed with a B cell lymphoma
carrying two TET2 mutations [(E448fs; 4663+1G > A: splice site
mutation)] that were barely detectable in blood sample (Fig-
ure 5C). Five months after treatment, the patient developed an
MDS that rapidly evolved into AML. Viable bone marrow cells
were available only at the AML phase. DNA was extracted from
whole bone marrow cells, purified CD34- and CD34+ fractions.
(D) Representative flow cytometrical analysis of the mature myeloid cells in the bone marrow, spleen, and blood of Tet2+/+ and Tet2/ animals. Percentages of
total cells are indicated. Lower panel: absolute number of cells from analysis shown in (C). Tet2+/+ (n = 10; white bars) and Tet2/ (n = 16; black bars) animals are
represented as mean ± SEM. See also Table S1.
(E) Representative flow cytometrical analysis of the erythroid lineage in the bone marrow and spleen of Tet2+/+ and Tet2/ animals. Percentage of total cells is
indicated. Lower panel: absolute number of cells from analysis shown in (D). Tet2+/+ (n = 10; white bars) and Tet2/ (n = 16; black bars) animals are represented
as mean ± SEM.
(F) Representative flow cytometry analysis of thymocytes in Tet2+/+ and Tet2/mice performed 4 months postinduction. Upper left panels: the percentages of
total thymocytes are indicated. Upper right panels: the percentages of thymocytes precursors in Lineage-CD4-CD8- double-negative (DN) cells are represented.
Lineage antibodies included antibodies against CD19, CD33, CD8, TCR-b, NK-1.1, Ly-6G, and CD11b murine markers. Lower panels: the percentages of
CD4-CD8-DN in total thymocytes and CD44+CD25-DN1 cells in DN precursor thymocytes from Tet2+/+ and Tet2/ animals (n = 3 per genotype) are represented
as mean ± SEM. See also Figure S3.
(G) Flow cytometrical analysis of B cells in the bone marrow of Tet2+/+ and Tet2/ animals 4 months postinduction. Left panel: whole bone marrow. Right panel:
gated on CD19+ cells (the frequencies are indicated as a percentage of CD19+ cells). Gates include pro- and pre-B precursor cells (B220low IgM-), immature
B cells (B220low IgMhi) and mature B cells (B220hi IgMhi). Lower panels indicate mean ± SEM of eight animals per genotype. See also Table S1.
(H) Flow cytometrical analysis of splenic B cells in Tet2+/+ and Tet2/ animals. Lower panel indicate mean ± SEM of ten animals per genotype.
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In every DNA samples, both TET2 mutations were observed at
seemingly variable ratios with respect to the wild-type sequence.
DNAwas extracted from28 colonies grown inmyeloid conditions
in vitro, from single CD34+ cells. Six colonies showed only wild-
type TET2 sequences, 14 colonies presented both TET2 muta-
tions, and 8 colonies carried only the splice site mutation (Fig-
ure 5C). Thesedata demonstrate the presenceof TET2mutations
inboth the lymphomaand theAMLcells, confirmed their acquired
nature. Taken together, theseobservations suggest that theTET2
mutated clone had invaded the bone marrow and was at the
origin of both the lymphoid and myeloid type malignancies.
Patient 27 was diagnosed with a T cell lymphoma. Bone
marrow aspirate examination was cytologically normal. We
observed two TET2 mutations (P761fs and Q481X) in the
CD34-CD3-CD19-CD14- cell fraction (the remaining fraction after
successive exclusion of the CD3+, CD19+ and CD14+ cell frac-
tions from the blood sample), which were absent in the other
fractions (Figure 6A). In vitro colonies assay of sorted CD34+
cells showed the presence of P761fs in 6 of 84 (7%) colonies,
whereas the stop mutation was not observed (Figure 6C). This
fraction remained stable, since a similar analysis showed 6 out
of 93 (6.5%) colonies with the P761fs mutation 4 months later.
Of the 45 colonies obtained from cultures of Lineage-CD34+
CD38- sorted cells, only one carried the P761fs (Figure 6C).
These results show the acquired nature of the TET2 mutations
in this patient and indicate the presence of a TET2 mutation on
one copy in a small fraction of hematopoietic progenitors with
myeloid differentiation potential.
Figure 4. Tet2 Inactivation Induces Fatal Hematopoietic Malignancies
(A) Kaplan-Meier survival curve of Tet2LacZ/LacZ animals and wild-type littermate controls. Only animals that reached moribund state were considered. See also
Figure S4.
(B) Representative picture of spleens observed in mutant Tet2LacZ/LacZ mouse compared with spleens from wild-type littermates.
(C) Hematoxylin-Eosin-Safran (HES) staining of bone marrow, spleen and liver sections from a 14-month-old moribund Tet2LacZ/LacZ animal. See also Figure S3L.
(D) Reticulin staining of spleen from animal in (C).
(E) Flow cytometrical analysis of myelomonocytic, erythroid, B and T lymphoid lineages in the spleen of a 14-month-old moribund mutant Tet2LacZ/LacZ mouse.
Of note, this animal displayed leukocytosis (69.1 3 106 WBC/mm3), anemia (1.76 3 106 RBC/mm3, 12.6% hematocrit, and 4.7 g hemoglobin/dl), thrombocy-
topenia (189 3 103 platelets/mm3) and hepatosplenomegaly (liver and spleen weights were 3960 and 2000 mg, respectively). See also Figure S4.
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Taken together, these results show the presence of TET2
mutations in B and T cell lymphomas. Detailed analysis of three
patients indicated that lymphoma cells carried one somatic mu-
tation originally acquired in an hematopoietic stem cell. During
T cell maturation/differentiation, a second TET2 mutation may
occur, leading to the total loss of TET2 function in lymphoma
cells.
To investigate the sequence of events occurring during
tumor development, we further analyzed the tumor cells from
patient 27. SNP microarray analyses showed several acquired
abnormalities, including an LOH of the long arm of chromosome
7 and a duplication of the long arm of chromosome 4 (data not
shown). FISH analyses confirmed the presence of an additional
copy of the TET2 locus in 20% of the nuclei in blood sample
(data not shown). Sequencing of the PCR products obtained
from single cells, sorted in individual wells from the frac-
tion enriched in CD34-CD3-CD19-CD14- tumor cells, confirmed
the simultaneous presence of both TET2 mutations in 6/10
assays (Figure 6D). We also PCR-amplified a fragment spanning
the twomutations from the same tumor population, and the PCR
products were subcloned using T/A vectors. Sequencing of indi-
vidual bacterial colonies showed that a given mutation was
always associated with a wild-type sequence at the other posi-
tion. The P761fs/Q481wt combination was observed 24/42
times (57%) and the P761wt/Q481X combination 18/42 times
(43%) (data not shown). No wild-type fragment was sequenced
from these vectors, indicating that all three TET2 copies present
in the tumor cells were mutated. The observed ratio between
both mutations indicated that the duplicated copy carried the
P761fs mutation. In addition, these data indicate that the flow-
sorted CD34-CD3-CD19-CD14- fraction contained essentially
tumor cells.
Additional genetic Alterations Are Associated
with TET2 Mutations
To identify additional genetic alterations in lymphomas, we used
an exome sequencing approach to investigate DNA from the
CD34-CD3-CD19-CD14- (tumor) and CD3+ (matched control)
fractions. For each fraction, exonic DNA was captured using
the SureSelect oligonucleotides (Agilent) and sequenced to
generate 115600653 and 90633228 reads, from tumor and
matched control libraries, respectively.
We first confirmed the presence of both TET2mutations in the
tumor population at a ratio of 184/339 reads (54%) for P761fs
and 140/389 reads (36%) for the Q481X, consistent with the
duplication of the P761fs mutation (Figure 6E). The two muta-
tions were observed at very low frequencies in the CD3+ fraction
(8/228 reads (4%) and 6/256 (2%) reads, respectively). We next
looked for sequence variations, with respect to the human refer-
ence sequence, that were present only in the tumor population.
Variations in seven genes (IGSF21, CRIM1, CLSTN2, MCCC2,
PLZF, ZC3H10, and ZNF774) were validated by Sanger analysis
(Figure 6E; Figure S6).
We then used quantitative RT-PCR to analyze the expression
profile of the mutated genes in RNA from normal human brain,
bone marrow, peripheral lymphocytes, and in flow-sorted tumor
cells from patient 27 (Figure 6F). CLSTN2 expression was
observed in brain, but not in normal PBL, thymus, or bonemarrow
nor inpatient’s tumorsamples (datanot shown).The lackofdetect-
able expression ofCLSTN2 in the hematopoietic system suggests
that the CLSTN2 mutation could be a passenger rather than
a causal mutation. The transcription of ZNF774, CRIM1, and
IGSF21was not detected in normal blood cells and/or in the tumor
sample, but was observed in the bone marrow and/or thymus,
questioning their role in the transformation process. Finally, we
investigated the presence of the mutations in the CD34+-derived
colonies of the patient. Mutations in PLZF andCRIM1were identi-
fied in eight of eight CD34+-derived colonies with the TET2P761fs
mutation. TheZNF774mutationwasobserved in six of eightTET2-
mutated colonies tested, suggesting that it occurred later in the
transformation process than the three others (i.e., TET2, PLZF,
and CRIM1). ZNF774, PLZF, and CRIM1 mutations were not
observed in 65 TET2 wild-type CD34+ colonies, suggesting that
they did not occur independently of the TET2 P761fs mutation.
DISCUSSION
The present study demonstrates the unique role of Tet2 during
murine hematopoiesis. Using two independent murine models,
Table 1. TET2 Mutations in B and T Cell Neoplasms
B cell ceoplasms All patients Mutated TET2
LPL 2 0 (0%)
PCN 22 0 (0%)
CLL /SLL 75 0 (0%)
TCRBL 3 0 (0%)
DLBCL 87 5 (5.7%)
MCL 22 0 (0%)
MZL 17 0 (0%)
FL 68 1 (1.5%)
Unspecified B-lymphoma 5 0 (0%)
Total 301 6 (2.0%)
T cell neoplasms All patients Mutated TET2




Extranodal (ETCL, hepatosplenic) 4 0 (0%)
Extranodal cutaneous (Sezary, MF.) 42 2 (4.8%)
AITL 30 10 (33.3%)
ALCL 8 0 (0%)
PCTL, NOS 30 6 (20%)
Unspecified T-lymphoma 13 2 (15.4%)
Total 177 21 (11.9%)
LPL, lymphoplasmacytic lymphoma (including Waldenstro¨m macroglob-
ulinemia); PCN, plasma cell neoplasms (including plasma cell myeloma
and plasma cell leukemia); CLL, chronic lymphocytic leukemia; SLL,
small lymphocytic lymphoma; TCRBL, T cell-rich B cell lymphoma;
DLBCL, diffuse large B cell lymphoma; MCL, mantle cell lymphoma;
MZL,marginal zone lymphoma; FL, follicular lymphomal; TLBL: precursor
T-lymphoblastic lymphoma; TPLL, T cell prolymphocytic leukemia; TGLL,
T cell large granular lymphocytic leukemia; ATLL, adult T cell lymphoma/
leukemia (HTLV1+); ECTL, enteropathy-associated T cell lymphoma; MF,
mycosis fungoides; AITL, angioimmunoblastic T cell lymphoma; ALCL,
anaplastic large cell lymphoma; PCTL-NOS, peripheral T cell lymphoma
not otherwise specified.
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we showed that alteration of Tet2 function resulted in pleiotropic
hematopoietic abnormalities and predisposed to development
of a fatal disorder resembling human myeloid disorders in which
TET2 is mutated. In addition, these results led to a screen that
identified TET2 mutations as a recurrent event in several human
lymphoid malignancies.
First, we show that complete inactivation of the catalytic
domain of Tet2 (conditional model) lead to a reduction of the
5hmC marks in hematopoietic cells. It has been postulated
Figure 5. TET2 Mutation in Human
T-Lymphoma Samples
(A) TET2 sequence in diagnostic and matched
control samples. Vertical arrows indicate the
sequence variations. Other examples are shown in
Figure S5. Horizontal arrows hang over the
frameshift mutations. The presence of the mutated
TET2 sequences was confirmed by sub cloning the
PCR product from patient 10. The [1893_1896
delAAGC] (on the left) was observed on 1/29 DNA
molecules analyzed and the [4527 delG] (on the
right) was observed on 2/18 DNA molecules
analyzed.
(B) Genotype of CD34+ colonies from patient 8.
Note that four erythroid lineage colonies were
carrying the TET2 mutation.
(C) Genotyping of diagnostic and purified bone
marrow fractions and CD34+ colonies from
patient 2.
Left panel: TET2 sequences at the lymphoma
phase. Wild-type (WT) sequences are shown at the
top. Node: nodal biopsy at diagnosis.Whole-blood
sample was considered as normal matched DNA
because it is devoid of IGH clonal marker.
Right panel: TET2 sequences at the AML phase.
BM: bonemarrow nucleated cells. CD34-: negative
fraction after CD34+ beads selection and CD34+:
flow-sorted CD34+ population. Both mutations
(frameshift [fs] and splice site mutation) are
observed in all analyzed fractions.
Bottom: Genotype of colonies obtained from
single cells sorted on CD34 and CD38 expression.
4663+1G > A would have appeared first in the
course of the disease. Note that the cloning effi-
ciency was extremely low (less than one colony out
of 3000 seeded cells) and that colonies were small.
See also Figure S5 and Table S2.
that hmC might represent a step toward
cytosine demethylation, but opposite
data have been reported regarding the
relation between hmC and mC levels in
human samples (Figueroa et al., 2010;
Ko et al., 2010a). It will be important to
further investigate this point in the light
of the recent description of DNMT3A
mutation in human AML (Ley et al.,
2010). Tet2 also controls homeostasis of
murine hematopoietic stem and progen-
itor cells, in keeping with the reported
role of TET2 in ES cell differentiation
(Koh et al., 2011). Indeed, both Tet2-defi-
cient models present an amplification of
the hematopoietic stem/progenitor cell population in vivo asso-
ciated with a competitive advantage in bone marrow transplan-
tation assays and an increased self-renewal in vitro. Importantly,
the gene-trap/hypomorph and conditional models exhibit some
differences. For example, the gene-trap animals develop bona
fide myeloid tumors that are transplantable to secondary recipi-
ents, whereas conditional animals did not develop fatal disease
during the 15 months of follow-up. In keeping with the observa-
tion that TET2 is mutated in half of human CMML patients
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Figure 6. TET2 and Other Acquired Mutations Are Found in Hematopoietic Progenitors
(A) TET2 mutation status in flow-sorted subpopulations from blood samples from patient 27. The TET2 sequences in sorted subpopulations are shown. Both
mutations are detected in the CD3- and CD34-CD3-CD19-CD14- populations, whereas only P761fs is observed as a trace (indicated by a star) in the other
fractions.
(B) Summary of results presented in (A).
Cancer Cell
TET2 Is Inactivated in Human Lymphomas
Cancer Cell 20, 25–38, July 12, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 35
(Kohlmann et al., 2010; Kosmider et al., 2009b; Tefferi et al.,
2009c), these results demonstrate that alteration of Tet2 func-
tions contribute to the development of hematologic disorders
with characteristics reminiscent of human CMML. Of note, we
did not detect global alteration of 5hmC levels in the lineage-
cells of the gene-trapmodel. It is possible that undetected subtle
reduction of 5hmC marks is sufficient for the alteration of the
hematopoietic progenitor compartment observed in both
models. The observation that heterozygous animals present
similar hematopoietic abnormalities supports this idea.
However, we cannot exclude that susceptibility to transforma-
tion is controlled by another function of Tet2, as proposed
recently for Tet1. Together, these results demonstrate that inac-
tivation of Tet2 catalytic function and deregulation of 5hmC
marks alter homeostasis of the hematopoietic progenitors and
warrant further studies of Tet2 expression level and structure in
inactivation models.
Second, we observed that Tet2 inactivation alters also T and
B cell differentiation in mice. Of note, we observed the amplifi-
cation of an aberrant CD19+B220low lymphoid population. We
demonstrated that, in human malignancies, TET2 is mutated
in 2.0% of B cell, 11.9% of T cell lymphomas and 30% of
AITL samples. Extensive molecular and cellular analyses
showed that TET2 mutations are present in cells endowed
with both myeloid and lymphoid potential in at least, a fraction
of the TET2-mutated lymphoma patients. In some lymphoma
patients, hematopoietic stem cells present mutation of one
TET2 allele in hematopoietic stem cells while lymphoma cells
present mutation of both copies. Deep resequencing of the
exome in a T cell lymphoma patient identified several mutations
that are present with TET2 mutation(s) either at the stem/
progenitor cell level or only at latter steps of lymphoma develop-
ment. Among those identified in early hematopoietic progenitor
cells (i.e., PLZF, CRIM1, and ZNF774), PLZF has previously
been shown to play a role in early hematopoietic progenitor
biology (Dick and Doulatov, 2009). Although functional analyses
will be required to assess the role of these mutations in
lymphoma progression, these data suggest that TET2 hemizy-
gous mutation cooperates with additional mutations, including
mutation of the second TET2 copy. These findings suggest
that in both mouse and human fine-tuning of TET2 expression
and activity is essential for normal homeostasis of the hemato-
poietic system and that loss of one allele of TET2 contribute to
disease development.
Finally, our results support the idea that disruption of Tet2
function leads to alteration of the homeostasis within the hema-
topoietic stem/progenitor compartment but per se does not
induce a specific hematopoietic malignancy. We propose that
Tet2 alteration, when it occurs in a stem/progenitor cell,
predisposes to the development of malignancies in cooperation
with secondary mutations that drives the phenotype of the
disease. Combination of Tet2 deficiency with oncogenes, such
as JAK2V617F, will shed light on the oncogenic cooperation
observed in human tumorigenesis.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Generation of the Tet2LacZ and Tet2floxed Alleles and Animal
Analyses
Gene-trap mouse embryonic stem cell clone (SIGTR ES cell line AN0709:
Tet2
Gt(AN0709)Wtsi, herein named Tet2LacZ) carrying a b-galactosidase-neo-
mycin (b-geo) resistance fusion cassette in Tet2 gene were obtained from
UC Davis Mutant Mouse Regional Resource Center (http://www.mmrrc.org)
to generate gene-trap mouse line and the insertion of the b-geo cassette in
intron 9 of Tet2 was routinely genotyped on tail DNA by multiplexed poly-
merase chain reaction (PCR) using 50-CAGCCAGGAAGACACTTACC-30 and
50-GACACCGATCTTGCTGGTTG-30 primers into intron 9 to detect wild-type
Tet2 allele and 50-CGCCTTGCAGCACATCCC-30 and 50-GGCCTTCCTGTA
GCCAGC-30 primers into the b-galactosidase sequence (and after the splicing
donor site) to detect gene-trap allele (Tet2LacZ/LacZ).
Mice harboring Tet2 allele with exon 11 flanked by two loxP sites introduced
in intron 10 and in the 30 untranslated region of exon 11 (Tet2Lox/Lox; ‘‘floxed
allele’’) were generated by the Clinique de la Souris (Strasbourg, France) and
intercrossed with mice expressing Cre recombinase under the control of the
type I interferon-inducible Mx1 murine promoter (transgene referred as
Mx1-Cre). PCR on tail DNA using 50-GGCAGAGGCATGTTGAATGA-30 and
50-TAGACAAGCCCTGCAAGCAAA-30 primers allowed to distinguish between
wild-type and floxed allele. The Tet2Lox allele was backcrossed into C57BL/6
background for at least six generations using speed-congenics (Harlan Labo-
ratories) prior to analysis.
Acute inactivation of Tet2 in 6- to 10-week-old Mx1-Cre+Tet2Lox/Lox was
performed by intraperitoneal injections (three injections every other day) of
800 mg poly(I:C)-LMW (InvivoGen, San Diego). Induction of Cre recombinase
and efficient excision of floxed allele was confirmed by multiplex PCR using
50-GGCAGAGGCATGTTGAATGA-30, 50-TAGACAAGCCCTGCAAGCAAA-30
and 50-GTGTCCCACGGTTACACACG-30 primers that discriminated be-
tween floxed and deleted allele, respectively 305 and 237 bp. Therefore,
we used the following nomenclature: Mx1-Cre+Tet2Lox/Lox = Tet2/,
Mx1-Cre-Tet2Lox/Lox = Tet2+/+.
Competitive transplantations were performed by transplanting equal
numbers of total bone marrow cells from CD45.1-CD45.2+ Tet2-deficient and
CD45.1+CD45.2+ wild-type animals into lethally irradiated CD45.1+CD45.2-
recipients. For LSK cells transplantation, LSK cells were purified by flow
cytometry from Tet2-deficient animals and 4000 LSK cells supplemented
with 1 3 106 total bone marrow cells from wild-type were injected to lethally
irradiated recipients. Expression of CD45.1 and CD45.2 was followed by flow
cytometry on blood cells every month and animals were analyzed at 4 months
after transplantation.
Animal experiments were conducted according to the Institut Gustave
Roussy Institutional guidelines and authorized by the Direction De´partemen-
tale des Services Ve´te´rinaires du Val de Marne.
Patient Samples Collection
Lymph node, peripheral blood, and bone marrow samples from the patients
were obtained with their informed consent and the approval of the local
Research Ethics Committees (Centre Henri Becquerel, Pitie´-Salpe´trie`re, and
Cochin hospitals). Additional information on patient samples is available in
Tables S2 and S3.
(C) Genotype of colonies obtained from sorted single CD34+ cells. 1 and 2 correspond to two successive blood samples at a 4-month interval. Only the P761fs
mutation is observed in CD34+ (7%) and CD34+CD38- (2.2%) colonies. No P761fs positive colony was observed out of 40 CD34+CD38+ single-cell-derived
colonies (data not shown).
(D) Single-cell analyses show the presence of both TET2 mutations in the same cell.
(E) Somatic mutations identified through exome analyses of patient 27.
(F) Expression level of the mutated genes in normal tissues and tumor sample. Expression levels were normalized with respect to GUSB expression.
See also Figure S6 and Table S3.
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Flow Cytometry, Cell Sorting, and Purification
Total white blood cells, obtained from peripheral blood after lysis of red blood
cells, and single-cell suspensions from bone marrow, spleen and thymus were
stained in toto in PBS supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS) with
fluorochrome-conjugated mouse antibodies raised against specific markers
of hematopoietic lineages (BD Biosciences PharMingen, except otherwise
mentioned). Additional information on antibody clones is available in Supple-
mental Methods. Viability of cells was confirmed by using the Sytox Blue
(Invitrogen) viability marker. Flow cytometric analysis and cell sorting were
performed using a FACSCantoII Flow Cytometer (BD Biosciences) and
a MoFlow (Becton Dickinson) or a FACSAriaIII (BD Biosciences), respectively.
Immunophenotypic data were analyzed using the FlowJo Version 7.2.4 soft-
ware (TreeStar).
For human samples, bone marrow or peripheral blood mononuclear cells,
lymphocytes, and granulocytes were isolated and stored in liquid nitrogen
as viable cells in FBS with 10% dimethyl-sulfoxide (DMSO, Sigma). Patients
were selected on DNA availability. Their clinical and biological characteristics
are summarized in Table S2. Diagnoses were made by standard international
criteria. Cells were purified using Miltenyi beads according the manufacturer
instructions. When mentioned, cells were sorted after labeling with PE–CD34
and APC–CD38 antibodies (Immunotech) using a FACSDiva cell sorter (Becton
Dickinson).
In Vitro Clonogenic Assays
SortedCD34+ cells were seeded at one cell per well onmethylcellulose inMEM
alpha medium supplemented with 10% FBS (Stem Cell Technologies), and
a cocktail of early cytokines (thrombopoietin [TPO], interleukin [IL-3], Flt3-L,
Stem Cell Factor [SCF], erythropoietin [EPO], granulocyte-colony stimulating
factor [G-CSF], granulocyte/macrophage-colony stimulating factor [GM-
CSF] and IL-6). After 2 weeks, individual clones were collected for further
genotyping.
For patient 2, total mononuclear cells were seeded in 2% standard methyl-
cellulose supplemented with 25% FBS (Stem Cell Technologies), and a cock-
tail of cytokines as described.
Nucleic Acid Methods
DNA and RNAwere extracted using commercial kits (QIAGEN or Roche). Poly-
merase chain reaction (PCR) and direct sequencing reaction were performed
using standard conditions with primers available upon request. Nucleotide
sequences were compared to wild-type human genomic sequence present
in the databases (genome.ucsc.edu). All observed mutations were scored
on both strands. Additional information on exome sequencing is available in
Supplemental Experimental Procedures.
In Vitro Differentiation Assays
LSKs (5 3 102), total BM (5 3 104), and spleen cells (5 3 104) isolated from
mutant or control mice were cultured in methylcellulose-based medium (Me-
thoCult M3434; StemCell Technologies) and scored for CFUs (colony-forming
units) using combined scoring for burst-forming unit erythroids (BFU-Es), CFU-
megakaryocytes (CFU-Mks), CFU-granulocyte macrophages (CFU-GMs), and
CFU-granulocyte erythroid macrophage megakaryocytes (CFU-GEMMs) after
7 days. All live colonies were counted for each of the two 35 mm dishes plated
per sample.
Quantitative PCR
cDNA was synthesized from total RNA purified (using the RNeasy microkit,
QIAgen) from sorted LSK, common myeloid progenitor (CMP), megakaryo-
cyte-erythrocyte progenitor (MEP), and granulocyte-macrophage progenitor
(GMP) populations using the Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen).
TaqMan probes were purchased from Applied Biosystems (Tet1:
Mm01169089; Tet2 [exon 9–10]: Mm00524395_m1; Tet2 [exon 10–11]:
Mm01312907; Tet3, Mm01184936; Abl1, Mm00802038). Tet2 (exon 3–4)
transcript were detected using the following primers; Primer1: 50-agaatcaga-
tactcctggtgaacaaa-30, Primer2: 50-cctagatgggtataataaggagcttcat-30, Probe:
50 FAM-tctggattgcatccttcacatttgccat-30TAM. Tet2-LacZ fusion transcript
was detected using the following primers and probe; Primer1 (Tet2 exon 9):
50-cccacagagaccagcagaaca-30, Primer2 (LacZ): 50-tgcgttcttcttctttggttttc-30,
Probe: 50FAM-cctgggaccactgtactgccatttgg-30TAM. The expression level of
each gene was assessed by qRT-PCR with an ABI PRISM 7500 and cal-
culated following the DDCt method; each sample was analyzed in triplicate
and normalized with Abl1 and GusB expression (Applied Biosystems
Mm00802038_g1 and Mm03003537_s1, respectively).
Statistical and Quantification Analyses
Results are expressed asmean values ± SEM. Statistical significance of differ-
ences between the results was assessed using a 2-tailed unpaired Student’s t
test, performed using Prism (GraphPad software, version 5.03). p values < 0.05
were considered statistically significant. Quantification of the 5mC and 5hmC
signals was performed by dot-blotting DNA and using antibodies from Euro-
gentec (1/500 dilution) and Active Motif (1/10,000 dilution) respectively. Signal
was quantified using GelEval (FrogDance software, version 1.32).
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Recurrent TET2mutations in peripheral T-cell lymphomas correlate with TFH-like
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Inactivating mutations of the Ten-Eleven
Translocation 2 (TET2) gene were first iden-
tified in myeloid malignancies and more
recently in peripheral T-cell lymphomas
(PTCLs). In the present study, we investi-
gated the presence of TET2 coding se-
quence mutations and their clinical rel-
evance in a large cohort of 190 PTCL
patients. TET2 mutations were identified in
40 of 86 (47%) cases of angioimmunoblastic
T-cell lymphoma (AITL) and in 22of 58 (38%)
cases of peripheral T-cell lymphoma, not
otherwise specified (PTCL-NOS), but were
absent in all other PTCL entities, with the
exception of 2 of 10 cases of enteropathy-
associated T-cell lymphoma. Among PTCL-
NOS, a heterogeneous group of lymphoma-
comprising cases likely to derive from Th
follicular (TFH) cells similarly to AITL, TET2
mutations were more frequent when PTCL-
NOS expressed TFH markers and/or had
features reminiscent of AITL (58% vs 24%,
P  .01). In the AITL and PTCL-NOS sub-
groups, TET2 mutations were associated
with advanced-stage disease, thrombocyto-
penia, high International Prognostic Index
scores, and a shorter progression-free
survival. (Blood. 2012;120(7):1466-1469)
Introduction
Inactivating mutations of the Ten-Eleven Translocation 2 (TET2)
gene were first identified in myeloid malignancies.1-2 TET2 en-
codes a 2 oxoglutarate/Fe2–dependent oxygenase that catalyses
the oxidation of 5-methylcytosine to 5-hydroxymethylcytosine,3-5
and its inactivation in mice results in expansion of the hemato-
poietic progenitor cells and in pleiotropic abnormalities affect-
ing both myeloid and lymphoid lineages.6-8 Recently, TET2
mutations have been reported in human lymphomas with a
higher frequency in T cell– than B cell–derived neoplasms (12%
vs 2%).7,9 Among peripheral T-cell lymphomas (PTCLs), the
mutations identified were almost exclusively in the angioimmu-
noblastic T-cell lymphoma (AITL) and PTCL, not otherwise
specified (PTCL-NOS) subtypes, the 2 most common PTCL
entities in Western countries.10 These mutations were demon-
strated in tumor cells, with evidence that they may be acquired
either in early CD34 progenitors or at later steps of lymphoid
development.7
In the present study,we extended the analysis ofTET2mutations to a
larger, independent series of PTCL samples to correlate mutational
status with pathologic features and clinical outcome.
Methods
Patients and tumor samples
A series of 190 PTCL patients with frozen lymphoma samples available at
diagnosis were selected within the framework of a multicentric
T-celllymphoma consortium (Tenomic). The study was approved by the
local ethic committee (CPP Ile de France IX 08-009). Clinical data were
collected retrospectively. All cases were reviewed and a consensus diagno-
sis was made at a multihead microscope by 3 hematopathologists according
to the criteria of the 2008World Health Organization classification.11
Within PTCL-NOS, a group without typical morphology of AITL but
expressing Th follicular (TFH) cell markers (ie, PD1, BCL6, and/or
CXCL13) and/or having some other features reminiscent of AITL (ie, the
presence of 2 of the following criteria: CD20 large B cells, EBV-encoded
small RNAs (EBER) cells, CD21 and/or CD23 follicular dendritic cell
expansion, or CD10 expression), was designated “TFH-like” PTCL-NOS.
TET2 genotyping
DNA was extracted from several frozen tissue sections with morphologic
control using QIAamp DNA mini Kit (QIAGEN) and an aliquot amplified
by linear amplification. Analysis of the coding sequences of TET2 was
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performed by direct sequencing of the PCR fragments and candidate
mutations were confirmed by sequencing, an independent PCR product was
amplified from native genomic DNA as described previously.7 Frameshift,
nonsense mutations, mutations in splice site, and missense mutations (only
those affecting the evolutionary conserved regions of the protein) were
considered. Single nucleotide polymorphisms either published previously
or recorded in the National Center for Biotechnology Information Single
Nucleotide Polymorphism database were excluded.
Statistical analysis
Continuous and dichotomic variables were compared with the Wilcoxon
sum-rank test or Cochrane Armitage and 2 or Fisher exact tests. Overall
and progression-free survival (PFS) were estimated using the Kaplan-Meier
method and compared with the log-rank test. All tests were 2-sided and
P  .05 was considered significant.
Results and discussion
TET2 mutations were found in 64 of 190 samples at diagnosis
(34%). The frequency of TET2 mutations was extremely variable
according to the diagnosis category. TET2 mutations were present
in 40 of 86 (47%) cases of AITL, in 22 of 58 (38%) cases of
PTCL-NOS, and in 2 of 10 (20%) cases of enteropathy-associated
T-cell lymphoma. In contrast, no mutation was observed in any of
the 18 anaplastic large-cell lymphomas (12 ALK-positive and
6 ALK-negative), the 12 extranodal NK/T lymphomas, nasal-type,
or the 6 hepatosplenic T-cell lymphomas tested (Table 1).
Interestingly, and in accordance with previous results,7 the
highest frequency of mutations was found in AITL, which is
thought to derive from TFH cells normally present in germinal
centers.12-14 Within the large group of PTCL-NOS, it is also now
recognized that a subset has “TFH-like” features in the form of a
molecular profile bearing imprints of the TFH cell signature, the
expression of TFH-associated molecules,15-17 and/or overlapping
pathologic features.16 Therefore, we questioned whether TET2
mutations were correlated with TFH-like features in PTCL-NOS.
Among the 58 PTCL-NOS in our series, 24 were classified as
“TFH-like” PTCL-NOS. TET2 mutations were present in 14 of
24 (58%) of the TFH-like PTCL subgroup compared with 8 of
34 (22%) of those lacking AITL features and TFH-markers.
Therefore, TET2 mutations in PTCL appear to be correlated with
TFH derivation (ie, they occur at a higher frequency in AITL and
TFH-like PTCL-NOS), than in non–TFH-like PTCL-NOS and other
PTCL entities (49% vs 12.5%, P  .0001).
Among the 64 PTCL patients with TET2 mutations, 37 had
single mutations and 27 had 2 or more mutations. TET2 mutations
were mainly insertions/deletions generating frameshift and non-
sense mutations similar to those found in myeloid malignancies
(supplemental Table 1, available on the Blood Web site; see the
Supplemental Materials link at the top of the online article).
Eighteen of 19 missense mutations were predicted as probably
damaging by the Polyphen-2 software (http://genetics.bwh.harvard.edu/
pph2/) and one as possibly damaging. For 3 mutated patients with
available biopsy at relapse, an identical pattern of TET2 mutations was
found in paired samples (supplemental Figure 1), suggesting that TET2
mutations are associated with the main driving clone.
When focusing on AITL and PTCL-NOS patients (n  144),
62 patients had TET2 mutations and 82 were TET2 wild-type.
Clinical factors associated with TET2 mutated status (Table 2 and
supplemental Figure 2) were advanced-stage disease (P  .02),
increased number of involved extranodal sites (P  .017), presence
of B symptoms (P  .02), thrombocytopenia (P  .04), high Inter-
national Prognosis Index (P  .028) and Prognosis Model for
PTCL-NOS18 (P  .025) scores, indicating that TET2 mutations
are associated with adverse clinical parameters at presentation.
Despite incomplete clinical data and heterogeneous therapies in
this multicentric retrospective cohort, anthracycline-based chemo-
therapy was the most common regimen in both the mutated and
nonmutated groups (73% and 70%, respectively). TET2-mutated
patients with AITL or PTCL-NOS appeared to have a shorter PFS
(P  .04) than TET2 wild-type patients, but no significant differ-
ence in overall survival was observed (P  .1; supplemental Figure
2). The association among TET2 mutations, poor prognosis clinical
parameters, and outcome was even stronger when focusing on the
group of patients with AITL and TFH-like PTCL-NOS. In this
group, TET2 mutations were associated with a shorter PFS
(P  .022) and a trend to a shorter overall survival (P  .058;
supplemental Table 2 and supplemental Figure 3)
We recently reported recurrent IDH2 mutations in AITL.19
These mutations alter IDH enzymatic function and may result in
the functional inactivation of TET protein activity.20 In acute
myeloid leukemia, IDH and TET2 mutations are reported to be
mutually exclusive.20 Of the 31 AITL samples in the present study
also analyzed for IDH2 mutations,19 6 had both IDH2 and TET2
mutations, 2 were IDH2 mutated/TET2 wild-type, and 10 were
TET2 mutated/IDH2 wild-type, indicating that both mutations can
accumulate in AITL. Ultimately, both IDH2 and TET2 mutations,
which are recurrent in AITL and in TFH-derived PTCL, may
deregulate the control of chromatin structure. This situation may be
reminiscent of that observed in B-cell lymphomas, in which
mutations of several genes involving epigenetic changes and
chromatin remodeling, such as CREEBP, EP300,21 EZH2,22 MLL2,
or MEF2B,23 have been described recently.
In addition to similarities in their ontogeny, AITLs and a subset
of TFH-like PTCLs share common oncogenic alterations, including
TET2 abnormalities, further supporting their close relationship.
The strong association among TET2 mutations, AITL, and TFH-like
PTCLmay provide molecular rationale to merge togetherAITL and
PTCL-NOS–expressing TFH markers, as has been suggested
previously,15-16 and to refine the spectrum of AITL. Overall, the
identification of frequent TET2 mutations in AITL and other
TFH-related PTCLs extends the importance of epigenetic alterations
in lymphomagenesis. The results of the present study suggest that
in these diseases, in which conventional chemotherapies are
ineffective24 in most patients, the use of new agents such as
demethylating agents should be considered.




AITL 86 40 47
PTCL NOS* 58 22 38
TFH-like 24 14 58
Others 34 8 24
ALCL 18 0 0
EATL* 10 2 20
Extranodal NK/T 12 0 0
HSTL 6 0 0
Total 190 64 34
ALCL indicates anaplastic large-cell lymphoma; HSTL, hepatosplenic T-cell
lymphoma; EATL, enteropathy-associated T-cell lymphoma; and extranodal NK/T,
extranodal NK/T-cell lymphoma, nasal-type.
*TET2 mutations were found in 3 extranodal tissue samples (1 skin, 1 spleen, and
1 liver) diagnosed as PTCL-NOSand in 2 intestinal tissue samples diagnosed as EATL.
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Table 2. Clinical data according to TET2 status in AITL and PTCL-NOS patients
TET2 mutation TET2 wild-type P
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Male 38 61% 43 52% .18*
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Median age, y 67 65 .3†
Stage
1 0 0% 4 5% .028‡
2 0 0% 3 4%
3 11 21% 17 23%
4 42 79% 49 67%
Median no. of extranodal localizations 2 1 .056†
Lactate dehydrogenase
Elevated 41 76% 46 65% .24*
Normal 13 24% 25 35%
Hemoglobin
 10 g/dL 35 74% 33 60% .14*
 10 g/dL 12 26% 22 40%
Platelet count
 150 000/mm3 34 72% 48 89% .04*
 150 000/mm3 13 28% 6 11%
Direct Coombs test
Positive 14 52% 13 43% .6*
Negative 13 48% 17 57%
Hypergammaglobulinemia
Yes 11 32% 12 33%  .999*
No 23 68% 24 67%
B symptoms
Yes 40 78% 38 58% .028*
No 11 22% 27 42%
Performance status
0-1 22 44% 41 62% .06*
2-4 28 56% 25 38%
International Prognosis Index score
0 0 0% 4 6% .0062†
1 2 4% 4 6%
2 8 16% 11 16%
3 10 20% 22 33%
4 19 37% 23 34%
5 12 24% 3 4%
Prognosis Model for PTCL18
0 2 5% 4 9% .0045†
1 3 7% 11 24%
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3 18 43% 13 29%
4 10 24% 4 9%
Treatment
Anthracycline-based regimen 37 69% 40 58% .5*
Anthracycline-based regimen and frontline transplantation 2 4% 8 12%
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Single-agent chemotherapy 5 9% 7 10%
Palliative treatment 3 6% 6 9%
5-y overall survival 28% 31% .11§
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Figure 1. DNMT3A Mutations in 96 Patients with T-Cell Lymphoma, and TET2 Status in Those with DNMT3A Mutations.
Each circle (top of figure) represents one patient with a DNMT3A mutation. Patients are from the study by Quivoron et al.,3 except Patients 
28 through 30. AITL denotes angioimmunoblastic T-cell lymphoma, PTCL peripheral T-cell lymphoma, and NOS not otherwise specified.
TET2 and DNMT3A Mutations in Human T-Cell Lymphoma
To the Editor: Despite the poor prognosis of 
T-cell lymphomas, the genetic basis of these can-
cers is poorly defined.1 We have found acquired 
TET2 mutations in both human myeloid cancers2 
and T-cell lymphoma.3 TET proteins are involved 
in the epigenetic control of transcription, at least 
through the oxidation of methylated cytosines 
and DNA demethylation.4 The catalytic activity of 
the TET proteins is inhibited by 2-hydroxygluta-
rate, an oncogenic metabolite produced by the 
mutated forms of the IDH1 and IDH2 enzymes. 
IDH mutations are observed in myeloid cancers, 
but involvement in T-cell lymphoma has not been 
reported. We investigated the status of these 
genes in a cohort of 96 patients with T-cell lym-
phoma, including 18 with TET2 mutations. Two 
IDH1 mutations were detected, in an extranodal 
cutaneous lymphoma and in a not-otherwise-
specified lymphoma.
We next investigated the status of the DNMT3A 
gene, which is mutated in human myeloid can-
cers5 and whose product is involved in cytosine 
methylation. Eleven of the 96 patients (11%) had 
a DNMT3A mutation (Fig. 1). In addition, analyses 
of sequential samples from the same patients 
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Supplementary Appendix, available with the full 
text of this letter at NEJM.org). Nine of these 
lymphomas were of the angioimmunoblastic and 
not-otherwise-specified subtypes, and 2 were un-
classified. Eight of the 11 patients with DNMT3A 
mutations (73%) also had TET2 mutations; the 
association between the two mutations was sig-
nificant (P<0.001 by Fisher’s exact test). Further-
more, single-cell analyses showed the presence 
of TET2 and DNMT3A mutations in 2 out of the 
10 cells analyzed (see the Supplementary Appen-
dix) in Patient 15. In Patients 15 and 30, the 
DNMT3A mutations were detected in the CD19+ 
blood fraction, indicating that they were acquired 
early in lymphoid differentiation. Patients 14 and 
15, both of whom carry TET2 and DNMT3A muta-
tions, had a previous history of myelodysplastic 
syndrome. Analyses of DNA from the myelodys-
plastic-syndrome phase revealed both mutations 
to be present in Patient 14, but only the DNMT3A 
mutation was noted in Patient 15 (see the Sup-
plementary Appendix). These data indicate that 
the two diseases have a common ancestry and 
that the DNMT3A mutation predates the TET2 mu-
tation in Patient 15.
Our data extend the common mutations link-
ing T-cell lymphoma and myeloid cancer and 
provide a further basis for the molecular classi-
fication of T-cell lymphomas. They also suggest 
an oncogenic cooperation between TET2 and 
DNMT3A mutations that may involve deregula-
tion of the cytosine methylation and demethyla-
tion processes. These data may also have clinical 
implications; treatment with demethylating agents 
should be considered in the subset of patients 
with angioimmunoblastic T-cell lymphoma or 
peripheral T-cell lymphoma, not otherwise spec-
ified, who have mutations in these genes.
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4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
 Le gène TET2 a été identifié comme un gène suppresseur de tumeur fréquemment 
muté dans les hémopathies myéloïdes. Notre travail a permis d’identifier des mutations du 
gène TET2 dans les hémopathies lymphoïdes matures, en particulier celles de type T. 
 Nous avons pu montrer que les anomalies du gène TET2 pouvaient cibler, dans 
certains cas, le compartiment des cellules souches hématopoïétiques, à la fois dans les 
hémopathies myéloïdes mais aussi dans les hémopathies lymphoïdes. 
 
4.1. Implication de la CSH au cours de la pathogenèse des hémopathies 
lymphoïdes 
 
Les cellules définies comme étant à l’origine de la tumeur sont celles portant les 
mutations dites « driver » qui, par opposition aux mutations « passenger » sont directement 
impliquées dans le développement de la maladie. Chez les patients atteints de leucémies 
aiguës myéloides, les cellules à l’origine de la tumeur semblent dériver de progéniteurs ou 
de CSH qui ont conservé leur potentiel d’autorenouvellement mais ont perdu leur capacité de 
différenciation.198,199 
En revanche, dans les pathologies lymphoïdes, les cellules tumorales présentent un 
réarrangement du locus TCR ou de l’IgH  suggérant que les cellules à l’origine de la tumeur 
proviennent de cellules déjà engagées vers la lignée lymphoïde. En outre, les cellules 
lymphoïdes peuvent facilement accumuler des anomalies génétiques, probablement parce 
qu’elles ont une  durée de vie plus longue que celle des cellules myéloïdes et sont capables 
d’une expansion clonale avec conservation des capacités d’autorenouvellement.200 En raison 
des propriétés particulières des cellules lymphoïdes, l’implication de la CSH dans la 
lymphomagenèse avait jusqu’alors été peu étudiée.  
 
4.1.1. CSH et LLC 
 
Récemment, le travail du groupe d’Akashi201 a permis de montrer que les CSH 
pouvaient également jouer un rôle dans une hémopathie lymphoïde mature B telle que la 
leucémie lymphoïde chronique (LLC). L’analyse des moelles osseuses des patients atteints 
de LLC a d’abord mis en évidence une proportion plus importante de progéniteurs pro-B 
CD10+CD19+, multipliée par 5 par rapport aux sujets contrôles. Le locus IgH des CSH 
CD34+CD38- purifiées des patients avec LLC est en configuration germinale contrairement à 
celui des pro-B et des cellules de LLC CD34-CD19+, où sont respectivement détectés un 
réarrangement polyclonal et un réarrangement clonal. Ces données suggèrent que les 
clones de LLC sont sélectionnés in vivo au sein des pro-B polyclonaux.  
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 La transplantation dans des souris immunodéficientes NOD SCID IL2Rgamma-/-  
(NSG) de CSH de patients atteints de LLC, définies sur leur phénotype (CD34+CD38- ou 
CD34+CD38-CD90) a permis le développement de clones B, CD5+ ou CD5-, contrairement 
aux contrôles où la proportion de cellules B CD5+ est très faible (<1%). Chez les souris 
« LLC », le réarrangement de l’IgH passe de polyclonal à clonal au cours de la différenciation 
des pro-B en B matures. De plus, plusieurs clones B sont observés avec des 
réarrangements VDJ distincts de ceux retrouvés chez les patients. Enfin, la transplantation 
des CSH provenant d’un seul patient avec LLC dans plusieurs souris montre que les 
réarrangements VDJ des clones B obtenus diffèrent entre les souris. L’ensemble de ces 
résultats indique qu’un processus de sélection clonale survient également en contexte de 
xénogreffe. 
Par des xénogreffes sériées de CSH de patients avec LLC, le groupe d’Akashi a pu 
montrer que ces cellules regreffaient et donnaient naissance à chaque passage, à des 
clones B CD5+ et CD5-. Ces résultats démontrent que les CSH « LLC » ont conservé leur 
capacité d’autorenouvellement. 
Le profil d’expression de ces cellules montre une surexpression de facteurs requis 
dans le développement lymphoïde précoce B, laissant supposer que ces CSH sont pré-
engagées vers le lignage B.   
L’absence d’anomalies détectées en FISH indique que les évènements génétiques 
récurrents dans la LLC, telles que la del13q14 ou la del11q23, surviennent en fait plus 
tardivement dans la maladie. 
 
En conclusion, ce modèle de xénogreffe de CSH « LLC » permet en fait le 
développement d’une maladie se rapprochant plus de la lymphocytose B monoclonale 
(MBL), un stade précurseur de la LLC, que d’une réelle LLC. L’anomalie génétique primitive 
à l’origine de la MBL doit probablement être acquise au niveau d’une CSH ayant conservé 
ses capacités d’autorenouvellement. Ces CSH « LLC » produisent des B polyclonaux en 
nombre important puis certains clones B subissent une sélection et une expansion in vivo. 
Enfin, la survenue d’anomalies chromosomiques additionnelles permet la progression de la 




Figure 16 : Représentation schématique du développement de la LLC humaine basée sur un modèle 
de xénogreffe.
201
 Les CSH « LLC » acquièrent des évènements génétiques à l’origine de l’expansion 
des pro-B polyclonaux. Les clones B sont ensuite sélectionnés in vivo en réponse à la stimulation par 
des auto- ou xéno-antigènes, ceci récapitulant le développement d’une MBL. Des anomalies 
additionnelles telles que des aberrations chromosomiques jouent par la suite probablement un rôle 
dans la progression de la MBL vers la LLC. Le modèle de xénogreffe ne permet pas de récapituler 
cette dernière étape. 
 
Bien que n’ayant pas identifié d’évènement oncogénique précis touchant la CSH dans 
la LLC, les résultats du groupe d’Akashi vont dans le sens des nôtres. En effet nous avons 
montré que les anomalies de TET2 ciblent la CSH chez certains patients atteints de 
lymphomes B ou T et conduisent au développement d’une hématopoïèse monoclonale. 
Comme dans les LLC, nous avons montré que dans certains cas, d’autres événements 
génétiques additionnels, tels qu’une inactivation de l’autre copie de TET2 ou une mutation de 
DNMT3A, étaient nécessaires à la transformation tumorale.  
 
4.1.2. CSH et lymphomes 
 
Nos données indiquent que, y compris dans des pathologies lymphoïdes matures, la 
cellule souche hématopoïétique est fortement impliquée dans le processus de pathogenèse. 
Les travaux de Li et al202 corroborent cette hypothèse selon laquelle les CSH des patients 
atteints de lymphomes peuvent être la cible d’événements génétiques primaires qui 
conduisent à la modulation de certaines de leurs fonctions. En effet, l’objectif de cette étude 
était de mieux comprendre les mécanismes sous-tendant l’apparition de leucémie aiguë 
myéloïde (LAM) ou de syndrome myélodysplasique (SMD) post autogreffe chez des patients 
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atteints de lymphomes non Hodgkiniens. Les auteurs ont donc comparé les profils 
d’expression des CD34+ des patients ayant développé une LAM ou un SMD après 
l’autogreffe avec ceux des patients indemnes de toute pathologie, et ce à différents points de 
la maladie, avant l’autogreffe et après l’autogreffe lors de l’apparition de la LAM ou du SMD. 
De façon intéressante, il existe déjà des différences significatives entre les deux groupes 
avant l’autogreffe et donc avant le développement de la LAM ou du SMD, en particulier sur 
l’expression de certains gènes impliqués dans la régulation hématopoïétique tels que CEBP, 
HOX ou WNT, dans le métabolisme mitochondrial, la phosphorylation oxydative, la 
réparation de l’ADN ou encore les points de contrôle du cycle cellulaire. Le modèle des 
auteurs est que l’exposition des CSH à des chimiothérapies antérieures conduit à une 
dysfonction mitochondriale et à l’augmentation des dérivés oxydatifs de l’oxygène, entraînant 
à son tour une augmentation des dommages cellulaires et des lésions de l’ADN, ce qui 
favorise la diminution de l’hématopoïèse et l’accumulation de mutations pouvant contribuer 
au développement de LAM ou de SMD.  
 
Compte tenu de nos résultats, une hypothèse alternative est que les CSH de ces 
patients ont déjà été la cible d’évènements oncogéniques précurseurs, tels que des 
mutations de TET2, en partie à l’origine de la pathologie lymphomateuse et que sous l’effet 
de chimiothérapies ultérieures, le clone acquiert d’autres mutations à l’origine de la 
pathologie myéloïde post autogreffe.  
 
4.1.3. Gènes mutés dans les hémopathies myéloïdes et lymphoïdes 
 
Récemment des mutations du gène SF3B1, qui code pour un composant du 
spliceosome, ont été décrites à la fois dans les LLC avec une fréquence aux alentours de 
10-15%203-205 mais aussi dans diverses pathologies myéloïdes, en particulier dans les SMD 
où la fréquence des mutations de SF3B1 peut atteindre 70% chez les patients avec anémie 
à sidéroblastes.10,206-211  
De même le gène EZH2 qui code pour  l’unité catalytique du complexe Polycomb 
PRC2, une H3K27 méthyltransférase, est retrouvé muté à la fois dans les lymphomes B 
avec des mutations monoalléliques activatrices touchant la tyrosine 641212 mais également 
dans les SMD et myélofibroses avec dans ces pathologies, des mutations « perte de 
fonction ».213-215 
 
Ainsi des mutations de gènes impliqués dans le contrôle épigénétique de la 
transcription (TET2, DNMT3A, EZH2) ou plus directement dans le processus de transcription 
via le spliceosome (SF3B1) sont rapportées chez des patients avec maladie myéloïde mais 
aussi lymphoïde. Ces résultats suggèrent une atteinte précoce de la CSH au cours de la 
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pathogenèse mais aussi des voies de transformation communes entre ces deux types 
d’hémopathies. Ceci n’est probablement pas généralisable à tous les patients mais semble 
pouvoir s’appliquer à un petit nombre de nos cas mutés pour TET2 ayant développé de 
manière séquentielle ou concomitante des pathologies myéloïde et lymphoïde. 
Il apparaît ainsi que les anomalies de TET2 mais aussi très probablement des mutations 
d’autres gènes conduisent au développement d’une hématopoïèse clonale qui fait le lit 
d’hémopathies à la fois myéloïdes et lymphoïdes. 
 
4.2. Hétérogénéité tumorale 
 
 Notre modèle de lymphomagenèse s’appuie donc sur  le modèle classique de cellule 
souche cancéreuse mais intègre également d’autres mécanismes tels que la sélection 
clonale par des évènements génétiques additionnels. De plus, le destin des cellules 
tumorales d’AITL et PTCL, NOS semble également étroitement lié à bon nombre de facteurs 
environnementaux, tels que l’impact du microenvironnement tumoral ou l’importance de la 
dysimmunité associée. L’imbrication de ces différents processus conduit à une grande 
hétérogénéité tumorale, qu’on pouvait déjà soupçonner à l’échelle du patient sur les 
examens histologiques ou cytogénétiques d’AITL ou de PTCL, NOS. Cette hétérogénéité 
tumorale semble être commune à beaucoup de cancers et ce via divers mécanismes. 
 
4.2.1. Hétérogénéité intratumorale 
 
En effet, tous les cancers ne suivent pas exactement le modèle de cellule souche et 
surtout d’autres mécanismes plus ou moins associés peuvent rendre compte de 
l’hétérogénéité intratumorale (Figure 17).  
Des altérations génétiques et/ou épigénétiques peuvent être à l’origine de différences 
phénotypiques et fonctionnelles parmi les cellules d’une même tumeur. Ce processus 
conduit le plus souvent à sélectionner au sein de la tumeur le clone le plus agressif. Ce 
mécanisme d’évolution et de sélection clonale a été bien montré dans les leucémies aiguës 
lymphoïdes B mais également plus récemment dans les leucémies aiguës myéloïdes.216-219  
Des facteurs extrinsèques (par exemple, la présence d’une vascularisation adjacente) 




Figure 17 : Sources d’hétérogénéité intratumorale.
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A : Sélection clonale par des évènements génétiques et/ou épigénétiques aléatoires. 
B : Facteurs extrinsèques environnementaux modifiant les propriétés des cellules tumorales. 
C : Modèle classique hiérarchique de cellule souche cancéreuse avec une population minoritaire de 
cellules dites tumorigènes, capables de reproduire la maladie, et une population de cellules non 
tumorigènes. 
D : Combinaison des 3 mécanismes précédents. Les sources d’hétérogénéité intratumorale ne sont 
pas mutuellement exclusives. 
 
 
Enfin, au sein de certains cancers avec une organisation hiérarchique, la possibilité de 
réversion voire de transition entre les différents états cellulaires constitue un autre 
mécanisme d’hétérogénéité et il est dans ces cas très difficile de tester le modèle dit de 
« cellule souche cancéreuse » (Figure 18).220 
 
 






4.2.2. Hétérogénéité intertumorale 
 
L’hétérogénéité est à la fois intratumorale mais aussi intertumorale, c'est-à-dire que 
tous les cancers d’un même type ne vont pas suivre exactement le même modèle. En 
particulier, l’origine de la souche cancéreuse influence clairement le phénotype des cellules 
tumorigènes.  
Certains cancers peuvent provenir de la transformation de cellules souches normales 
par des mutations qui suractivent les programmes d’autorenouvellement tandis que d’autres 
dérivent de progéniteurs ou de cellules plus différenciées ayant acquis des mutations leur 
permettant d’exprimer de manière ectopique ces mêmes programmes.198,221 
 La localisation de la cellule d’origine peut également influencer les propriétés de la 
tumeur. Par exemple, les médulloblastomes se subdivisent en deux groupes : ceux dont la 
cellule d’origine se trouve dans les précurseurs cérébelleux, qui se caractérisent par une 
activation de la voie Sonic Hedgehog et ceux dont la cellule d’origine se localise dans le 
tronc cérébral, qui sont associés à une activation de la voie Wnt/Beta-caténine.222 
 Enfin, des différences temporelles peuvent être aussi à l’origine de cette hétérogénéité. 
En effet, les propriétés de « souchitude » et d’autorenouvellement se modifient avec 
l’âge,223,224 ce qui influe sur le type de mutations capables d’initier le cancer. C’est 
probablement pour cette raison que certaines mutations initiatrices de tumeur ne sont 
observées que chez les personnes âgées alors que d’autres surviennent à tout âge ou plus 
particulièrement chez les enfants.225 
  
4.3. Poursuite du travail  
 
 Compte tenu des données et résultats déjà obtenus, nous allons continuer nos travaux 
de recherche selon plusieurs axes. 
 
4.3.1. Modélisation du processus de lymphomagenèse in vivo  
 
 Le processus de lymphomagenèse T paraît complexe, faisant intervenir un système 
hiérarchique partant de la CSH, des anomalies génétiques additionnelles, une sélection 
clonale, mais aussi d’autres acteurs responsables de l’hétérogénéité tumorale tels que le 
stroma péritumoral, les facteurs de croissance et chimiokines ou encore le système 
immunitaire. 
Afin de le modéliser, nous avons opté pour un système classique de tumorigenèse in 
vivo, la xénogreffe de cellules humaines dans des souris hautement immunodéficientes de 
type NOD-SCID IL2Rgamma-/-  (NSG). Nous allons donc transplanter des cellules tumorales 
de lymphome T issues du sang, si elles sont circula
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Nos données indiquant une probable atteinte de la CSH dans les lymphomes T, nous allons 
également tenter de greffer des cellules progénitrices CD34+ de patients afin de savoir si ces 
cellules sont capables à elles seules de reproduire la maladie. 
 
 Ce procédé a tout de même quelques limites. La réalisation de xénogreffes de cellules 
humaines cancéreuses dans des souris immunodéficientes est en effet un bon moyen 
d’évaluer leur capacité tumorigène. Dans la plupart des cas, on utilise des souris hautement 
immunodéficientes telles que des NOD SCID IL2Rgamma-/-  ou des NOD SCID traitées 
avec un antiCD122 permettant la déplétion des NK, afin de s’affranchir de toute réponse 
immune qui entraînerait l’éradication rapide des cellules injectées. Néanmoins, ces 
techniques permettent de tester le potentiel intrinsèque des cellules à reproduire la tumeur 
mais ne préjugent en rien de la destinée de ces cellules chez les patients.220 En effet, de 
nombreux facteurs extrinsèques peuvent intervenir tels que la réponse immune, le 
microenvironnement tumoral, ou l’acquisition de nouvelles mutations (Figure 19). Le modèle 











A : Le potentiel décrit ce que les cellules 
tumorales sont capables de faire dans un 
environnement permissif. Les modèles de 
xénogreffes permettent d’évaluer le potentiel 
des cellules à former des tumeurs. 
B : Le destin reflète ce que les cellules font 
réellement dans un environnement spécifique. 
En effet, la plupart des cellules qui ont pourtant 
la capacité de former des tumeurs dans un 
contexte de xénogreffe, ne contribuent 
finalement pas au développement de la 
maladie chez le patient car elles ne sont pas 






4.3.2. Modélisation de la coopération oncogénique TET2-DNMT3A 
 
Chez les patients atteints de lymphome T, nous avons observé une association des 
mutations TET2 et DNMT3A, ce qui suggère une potentielle coopération de ces deux types 
d’anomalies au cours de la lymphomagenèse T. 
Afin de mieux comprendre leurs rôles dans le processus de transformation tumorale, 
nous avons modélisé cette coopération chez la souris par un système de transduction-
transplantation. Nous avons utilisé des donneurs Tet2+/+ et Tet2-/- et avons transduit un 
vecteur vide, un vecteur contenant DNMT3A WT et un vecteur contenant le mutant DNMT3A 
R882H. 
Ces transductions-transplantations sont résumées dans la Figure 20. 
 
 
Figure 20 : Modélisation de la coopération oncogénique TET2-DNMT3A chez la souris. Les souris 
donneuses Tet2+/+ ou Tet2-/- ont été préalablement injectées au 5 fluoro-uracile (5 FU) afin d’enrichir 
leur moelle osseuse en progéniteurs hématopoïétiques. Six jours plus tard, ces souris ont été 
sacrifiées afin de récupérer les cellules primaires de moelle osseuse. Les cellules ont été infectées via 
deux spinoculations successives, réalisées à 24h d’intervalle, par les particules virales contenant les 
différentes constructions. Elles ont ensuite été réinjectées par voie intraveineuse à des souris 
receveuses préalablement irradiées à la dose de 9 Gy (dose létale). 
 
 Le monitoring de ces souris s’effectue par un prélèvement sanguin mensuel permettant 
de surveiller d’une part la numération sanguine (nombre de leucocytes, de plaquettes et taux 
d’hémoglobine) mais également d’évaluer le chimérisme et la prise de greffe par l’expression 
de la protéine fluorescente GFP. Les souris seront analysées quand elles présenteront des 
signes cliniques de maladie.  
 Les résultats préliminaires montrent une bonne prise de greffe pour toutes les 
conditions testées, que les donneurs soient Tet2-/- ou Tet2+/+ et quel que soit le vecteur 





4.3.3. Analyse du rôle de Tet2 dans la différenciation lymphoïde  
 
Afin d’étudier le rôle spécifique de Tet2 au cours de la différenciation lymphoïde B et T, 
nous avons développé au laboratoire deux modèles murins dans lesquels Tet2 est 
spécifiquement inactivé dans les lignages B et T (souris Tet2 CD2cre) ou dans le lignage T 
seul (souris Tet2 CD4cre). Les analyses de ces souris sont en cours. 
 
4.4. Identification des mutations de TET2 chez les patients : perspectives 
4.4.1. Perspectives diagnostiques  
 
Sur le plan diagnostique, compte tenu de l’association entre un taux bas de 5hmC et la 
présence de la mutation TET2,139 on pourrait proposer un screening des patients par une 
étude de leur taux de 5hmC. Ce test serait probablement plus facile à mettre en place que le 
séquençage des 9 exons codants du gène qui comporte 16 PCR. La question est maintenant 
de savoir si le taux de 5hmC est corrélé au pronostic, comme peut l’être la présence de 
mutations TET2 dans certains sous-groupes de pathologies. Si tel était le cas, ce marqueur 
permettrait une meilleure classification pronostique des hémopathies myéloïdes. 
 
4.4.2. Perspectives thérapeutiques 
 
Dans diverses pathologies, qu’elles soient myéloïdes ou lymphoïdes, il a été montré 
que les mutations de TET2 pouvaient survenir dans un progéniteur précoce voire dans une 
cellule souche hématopoïétique.31,36,38,144,226 Ces données pourraient radicalement modifier 
les approches thérapeutiques, en particulier dans des hémopathies dites « matures » telles 
que les lymphomes T ou encore les lymphomes B diffus à grandes cellules ou folliculaires, 
en incitant à développer des thérapies qui cibleraient la cellule souche hématopoïétique. De 
plus, le traitement de certains patients atteints de lymphomes peut comporter un recours à 
l’autogreffe, qui consiste en la réinjection d’un greffon riche en cellules CD34+. Ce greffon 
est prélevé en période de rémission clinique et est toujours testé pour la présence ou non de 
cellules tumorales circulantes par l’étude du réarrangement de l’IgH ou du TCR. Or il a été 
montré que chez certains patients, la mutation de TET2 présente au niveau des cellules 
lymphomateuses l’était également au niveau des cellules CD34+ ; elle pouvait même être 
observée à un faible niveau dans des produits de cytaphérèse de patients dits « en 
rémission » au moment du prélèvement. Ces résultats pourraient expliquer une partie des 
rechutes après autogreffe.  
 
Enfin, TET2 ayant un rôle certain dans le contrôle épigénétique de la transcription, l’on 
peut proposer que les patients mutés pour TET2 soient plus sensibles aux thérapies ciblant 
les processus épigénétiques que les patients sauvages pour TET2.  Les rares données de la 
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littérature ne permettent pas de répondre de façon claire.  Une étude sur l’efficacité de la 
décitabine, un agent hypométhylant inhibiteur des DNA méthyltransférases, chez les patients 
atteints de LMMC n’a pas montré de différence de réponse selon la présence ou non d’une 
mutation de TET2.227 Chez les patients souffrant de SMD, une première publication de 
2010228 retrouvait un impact péjoratif des mutations de TET2 sur la réponse à l’azacitidine, 
un autre agent hypométhylant, mais chez seulement 12 patients analysés. Dans une série 
plus large de 38 cas, Voso et al229 ne rapportaient pas de différence de réponse à 
l’azacitidine, entre les patients mutés pour TET2 et ceux qui ne le sont pas.  Enfin, Itzykson 
et al
53 ont montré dans une série de 86 patients atteints de SMD et LAM, que la présence 
d’une mutation de TET2 était corrélée à un taux plus élevé de réponse à l’azacitidine mais 
n’influençait pas la durée de réponse ou la survie globale. Des études de cohortes plus 
homogènes et plus grandes sont probablement nécessaires pour établir ou non un éventuel 
impact des mutations de TET2 sur la réponse aux agents hypométhylants. Néanmoins, il 
paraît légitime de se poser la question de l’utilisation de tels agents dans d’autres 
hémopathies avec mutations de TET2, en particulier dans les pathologies lymphoïdes. 
 
4.4.3. Association des mutations TET2, IDH2 et DNMT3A 
 
Les fréquences de mutations observées dans les deux cohortes testées (articles 3 et 
4) sont résumées dans le Tableau 8.  
 
Cohorte article 3 Cohorte article 4 
Nombre de patients 77* 96 
Pathologie Lymphome T Lymphome T 
Patients mutés TET2 31 (40%) 18 (19%) 
Patients mutés IDH1 0 (0%) 2 (2%) 
Patients mutés IDH2 8 (10%) 0 (0%) 
Patients mutés DNMT3A 12 (16%) ¤ 11 (11%) 
Patients mutés TET2 et DNMT3A 10 (13%) ¤ 8 (8%) 
Patients mutés TET2 et IDH2 6 (8%) 0 (0%) 
Patients mutés TET2, IDH2 et DNMT3A 4 (5%) ¤ 0 (0%) 
Remarques 
Mutations TET2 et 
DNMT3A associées 
aux sous-types AITL et 
PTCL, NOS TFH-like 
Mutations TET2 et 
DNMT3A associées 
aux sous-types AITL et 
PTCL, NOS Mutations IDH2 
associées au sous-type 
AITL 
Tableau 8 : Taux de mutations de TET2, IDH1/2 et DNMT3A observés dans les cohortes des articles 







Il est à noter que ces deux séries de patients avec lymphome T ne sont pas 
comparables en termes de représentation de chaque sous-type histologique. En effet,  la 
cohorte de l’article 3 comporte proportionnellement plus de lymphomes T angio-
immunoblastiques (AITL) et de lymphomes T périphériques non spécifiés (PTCL, NOS), ce 
qui peut expliquer la fréquence plus élevée des mutations TET2 dans cette série. 
 
Nos résultats, issus de deux cohortes indépendantes, indiquent une association entre 
les mutations de TET2 et celles de DNMT3A chez les patients atteints de lymphomes T, en 
particulier ceux avec AITL ou PTCL, NOS. Cette association semble spécifique de la 
pathologie lymphomateuse T et n’est pas retrouvée dans les hémopathies myéloïdes. 
 
Les données concernant les mutations d’IDH2 sont quant à elles plus difficiles à 
interpréter. Il est en effet connu que les mutations IDH1-IDH2 et TET2 sont mutuellement 
exclusives chez les patients atteints d’hémopathie myéloïde.153-159 Cette observation semble 
cohérente avec le fait que les mutants IDH1/2 et TET2 ont des conséquences fonctionnelles 
très proches, sur le plan épigénétique mais aussi au niveau plus global de l’hématopoïèse.54 
 
Dans notre première série de patients avec lymphomes T (articles 2 et 4), nous 
n’avions pas détecté de mutations IDH2. Dans la deuxième cohorte (article 3), sur les 31 
patients testés avec AITL, des mutations d’IDH2 étaient détectées dans 8 cas (26%) et 
étaient associées chez 6 d’entre eux, aux mutations de TET2. Ces résultats ont par la suite 
été confirmés dans une plus large cohorte par le groupe de Mak qui retrouvait des mutations 
du gène IDH2 chez plus de 20% des patients (16/79) atteints d’AITL.230 Dans cette étude, le 
statut TET2 n’était pas connu. Il s’agissait de mutations hétérozygotes affectant 
essentiellement le hospot R172 (15/16). Aucune différence concernant la présentation 
clinique ou le pronostic n’était observée entre les patients IDH2 mutés et les patients IDH2 
sauvages.  
 
Ces discordances concernant la fréquence des mutations IDH2 chez les patients avec 
lymphomes T peuvent être liées aux techniques de séquençage employées : pour la 
première cohorte, nous avions utilisé la technique classique de Sanger, alors que pour la 
seconde et celle du groupe de Mak, avait été utilisé le système de « Sequenom genotyping » 
qui semble plus sensible pour la détection de mutations faiblement représentées dans la 
population tumorale. En effet, le contingent tumoral dans les lymphomes T en particulier les 
AITL et les PTCL, NOS est peu représenté, ce qui peut poser des problèmes pour la 
détection de certaines mutations. Afin de déterminer la fréquence réelle des mutations IDH2 
chez les patients atteints d’AITL et leur éventuelle association aux mutations TET2, nous 
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avons choisi au laboratoire d’utiliser une technique de séquençage haut débit de plus grande 
sensibilité type Ion Torrent. Les analyses sont actuellement en cours. 
 L’autre possibilité est que les mutations IDH2 ne se situent pas dans les cellules 
tumorales mais plutôt dans les cellules de l’infiltrat réactionnel, ce qui, là aussi, rend leur 
détection difficile. Afin de répondre à cette question, des analyses ultérieures de tri des 






 Le gène TET2 est muté dans environ 20% des hémopathies myéloïdes, et 12% des 
lymphomes T. La plupart des mutations sont acquises et conduisent à l’inactivation du gène. 
Les mutations de TET2 sont principalement observées dans deux sous-types assez proches 
de lymphome T, l’AITL et le PTCL, NOS TFH-like. Ces deux entités semblent dériver de 
lymphocytes T Follicular helper, indiquant un éventuel rôle de TET2 au cours de la 
différenciation des T en TFH, et plus globalement au cours de la différenciation lymphoïde T. 
 
 Les mutations de TET2 sont associées chez les patients atteints d’AITL ou de PTCL, 
NOS, aux mutations de DNMT3A. Les statuts mutationnels de TET2 et DNMT3A pourraient 
donc servir de biomarqueurs dans le cadre d’une nouvelle classification moléculaire des 
lymphomes T. Bien que les protéines TET2 et DNMT3A soient toutes les deux impliquées 
dans le contrôle épigénétique de la transcription, leur lien fonctionnel et le rôle de chacune 
au cours de la lymphomagenèse restent à préciser. 
 
Les résultats dans les modèles murins d’inactivation de Tet2 ainsi que les observations 
chez les patients suggèrent que la protéine TET2 contrôle l’homéostasie du compartiment 
hématopoïétique. Ainsi, il apparaît que les mutations de TET2 sont capables d’induire le 
développement d’une hématopoïèse clonale mais ne sont pas suffisantes au processus de 
transformation cellulaire. Selon notre hypothèse, les hémopathies malignes myéloïdes ou 
lymphoïdes se développeraient à partir d'une même atteinte du compartiment des cellules 
souches hématopoïétiques puis, la survenue d’autres événements génétiques serait 
responsable du phénotype myéloïde ou lymphoïde de la maladie.  
 Ce nouveau concept bouleverse le modèle classique de pathogenèse des lymphomes 
dans lequel la cellule initiatrice de la maladie était une cellule déjà engagée dans la lignée 
lymphoïde. Concernant le traitement, il y aurait donc un intérêt à cibler de façon plus précise 
la cellule souche hématopoïétique, y compris dans les pathologies lymphomateuses. De 
plus, compte tenu de la fonction des protéines TET2 et DNMT3A, des thérapies ciblées 
« épigénétiques » pourraient potentiellement être efficaces dans de telles maladies. 
 
 En conclusion, bien que de nombreux processus génétiques et épigénétiques restent à 
découvrir, nos travaux ont permis de poser quelques bases pour une meilleure 
compréhension de la lymphomagenèse T, l’objectif restant à terme de mieux prendre en  
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Les enzymes de la famille Ten-Eleven-Translocation (TET) sont des oxygénases 
dépendantes du 2-oxoglutarate et du Fe (II) capables d’hydroxyler les cytosines méthylées. 
La conversion en 5-hydroxyméthylcytosines constituerait une étape vers la déméthylation et 
les protéines TET seraient donc impliquées dans le contrôle épigénétique de la transcription. 
Des mutations inactivatrices acquises du gène TET2 ont été décrites dans environ 20% des 
hémopathies myéloïdes humaines.  
L'analyse de deux modèles murins d’invalidation de Tet2 montre que Tet2 contrôle 
l'hydroxyméthylation et l’homéostasie du compartiment hématopoïétique. Son inactivation 
entraine des anomalies pléiotropiques des stades précoces et tardifs de l’hématopoïèse et le 
développement d'hémopathies myéloïdes. L'étude du statut de TET2 chez une grande série 
de patients porteurs d'hémopathies lymphoïdes matures retrouve des mutations de ce gène
chez 12% des cas de lymphomes T. Celles-ci sont significativement associées aux 
mutations du gène DNMT3A et sont plus fréquemment observées au sein de deux sous-
types, le lymphome T angio-immunoblastique et le lymphome T périphérique non spécifié. 
L’analyse de populations triées montre la préexistence des mutations de TET2 ou de 
DNMT3A dans les progéniteurs hématopoïétiques chez certains patients. 
En conclusion, les mutations de TET2 peuvent survenir dans des progéniteurs 
précoces, leur conférer un avantage sélectif par rapport aux progéniteurs sauvages et 
conduire au développement d’une hématopoïèse clonale. Des anomalies génétiques 
additionnelles semblent nécessaires à la transformation tumorale aussi bien myéloïde que 
lymphoïde. Ces deux types d’hémopathies pourraient donc se développer à partir d’une 
même atteinte du compartiment des cellules souches hématopoïétiques. 
Abstract 
The Ten-Eleven-Translocation (TET) enzymes belong to a family of oxygenases that 
are dependent on 2-oxoglutarate and Fe (II) and are able to oxidize methylcytosines. This 
may represent a step toward DNA demethylation and as such these proteins are involved in 
the epigenetic control of transcription. Acquired TET2 loss-of-function mutations have been 
reported in about 20% of human myeloid malignancies. 
Analysis of two Tet2-deficiency mouse models shows that Tet2 controls 
hydroxymethylation and homeostasis in the hematopoietic compartment. Tet2 deficiency 
results in pleiotropic abnormalities of both early and late steps of hematopoiesis and leads to 
the development of myeloid disorders.  The sequencing of TET2 in a large series of patients 
with mature lymphoproliferations identifies TET2 mutations in 12% of T-cell lymphoma. They 
are significantly associated with DNMT3A mutations and are more frequently observed in two 
subtypes, the angioimmunoblastic T-cell lymphoma and the peripheral T-cell lymphoma, not 
other specified. Analysis of flow-sorted populations shows the presence of TET2 and 
DNMT3A alterations in hematopoietic progenitors in some patients. 
In summary, TET2 mutations may affect early progenitors, confer a selective 
advantage compared with controls progenitors and result in a clonal hematopoiesis. Some 
additional genetic events are likely required to the myeloid or lymphoid transformation. Both 
diseases could therefore arise from a common alteration of the hematopoietic stem cell 
compartment. 
